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A toxinologia é a área da ciência que se dedica ao estudo das toxinas de animais 
como serpentes, aranhas, escorpiões, abelhas, vespas, entre outros animais, bem 
como, as características destas toxinas, suas funções, metabolismo, efeitos nocivos, 
tratamentos e aplicações biotecnológicas. Muitas toxinas já foram estudadas e trazem 
grande contribuição biotecnológica e farmacêutica para a humanidade, tendo como 
um exemplo, o fármaco captopril, cujo princípio ativo do medicamento teve origem em 
um peptídeo extraído do veneno da Bothrops jararaca. As serpinas são moléculas que 
são descritas no organismo e em venenos de diferentes espécies, como abelhas, 
serpentes e aranhas essas moléculas atuam como inibidores de serino protease, e 
participam de processos fisiológicos importantes, já bem entendidos na literatura. A 
proteólise não regulada de diferentes substratos pode levar ao surgimento de doenças 
como o câncer e a trombose, portanto, as funções desses inibidores são fundamentais 
para o bom funcionamento do organismo. Nesse trabalho foi identificado uma serpina 
extraída da glândula de veneno da aranha marrom Loxosceles intermedia, com 
aproximadamente 1197 pares de bases. Esta proteína foi clonada e produzida na 
forma recombinante, em um sistema eucarioto, usando a linhagem de células de 
inseto Sf9 e recebeu o nome de LSPILT (do Inglês Loxosceles Serine Protease 
Inhibitor-Like Toxin). Essa pesquisa é de grande relevância porque o conhecimento 
sobre o mecanismo de ação e da função da serpina do veneno da aranha marrom é 
limitado, visto que, essa é a primeira vez que uma serpina do gênero Loxosceles foi 
clonada e produzida na forma recombinante. A produção da LSPILT foi feita em 
células de inseto, e a purificação por cromatografia de afinidade em Níquel-Agarose, 
originando uma proteína solúvel com aproximadamente 46 kDa. Os ensaios de 
padronização da síntese dessa proteína mostraram que o fracionamento da adição da 
titulação viral foi imprescindível para o sucesso da produção em massa que resultou 
em 8 mg/mL.  As análises bioquímicas foram feitas por SDS-PAGE e immunoblotting 
e ELISA mostrando conservação biológica desta molécula em diferentes venenos de 
espécies de Loxosceles. As avaliações bioquímicas e biológicas mostraram que a 
LSPILT inibe a degradação da gelatina na presença de tripsina, mostrou atividade 
inibitória frente a morte de T. cruzi causada por convertases do sistema complemento, 
inibiu a formação de trombo em plasma estimulada pela trombina, além de inibir a 
migração de células de melanoma (B16-F10). Os dados obtidos a partir desta 
pesquisa contribuem para a caracterização de uma serpina nos venenos de 
Loxosceles abrindo possibilidades de futuros estudos estruturais, compreensão da 
participação desta molécula no quadro do envenenamento e aplicações 
biotecnológicas. 
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Toxinology is the area of science dedicated to the study of toxins from animals such 
as snakes, spiders, scorpions, bees, wasps, among other animals, as well as the 
characteristics of these toxins, their functions, metabolism, harmful effects, treatments, 
and biotechnological applications. Many toxins have already been studied and brought 
a great biotechnological and pharmaceutical contribution to humanity. Captopril, for 
example, originated from a peptide extracted of the venom of Bothrops jararaca. 
Serpins are molecules that act as inhibitors of serine proteases, which are enzymes 
that participate in well understood and important physiological processes. The 
unregulated proteolysis of different substrates can lead to the appearance of diseases 
such as cancer and thrombosis. Therefore, the function of these inhibitors is essential 
for the proper functioning of the body. In this work was identified a sequence from the 
brown spider venom gland of Loxosceles intermedia that encodes a serpin, with 
approximately 1197 base pairs. This protein was cloned and produced as a 
recombinant protein in a eukaryotic system, using the Sf9 insect cell and was named 
LSPILT (Loxosceles Serine Protease Inhibitor-Like Toxin). This study is of great 
relevance because the knowledge about the mechanism of action and function of the 
brown spider venom serpin is limited since this is the first time that a serpin of the 
genus Loxosceles has been produced recombinantly. The main objective is the 
expression of the L. intermedia serpin, in a eukaryotic expression system, through the 
baculovirus/insect cells system, in addition to characterizing this molecule 
biochemically and investigating and evaluating its biological activities. The purification 
of LSPILT was performed by affinity chromatography in Nickel-Agarose originating a 
soluble and active protein with approximately 46 kDa. Initial assays for the synthesis 
of this protein showed that the fractioning of the addition of viral titration was essential 
for the success of mass production, which resulted in 8 mg/mL. Biochemical analyzes 
were assessed by SDS-PAGE, pointing that LSPILT was obtained in a pure form. 
Through immunoblotting and ELISA it was shown that LSPILT is a conserved molecule 
among different Loxosceles species. Biological evaluations pointed that LSPILT 
inhibits the degradation of gelatin in the presence of trypsin. In addition, LSPILT 
showed inhibitory activity of complement system convertases that induce the death of 
Trypanosoma cruzi, inhibited the coagulation induced by thrombin, and reduced the 
migration of melanoma B16-F10 cells. The data obtained from this research contribute 
to the characterization of a serpin and open the possibility of future structural and 
biotechnological studies. 
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 1 INTRODUÇÃO 
 
Neste trabalho foi isolado e clonado um transcrito de uma proteína, toxina do 
genoma da glândula de veneno da aranha marrom, L. intermedia, essa molécula foi 
expressa de forma recombinante em um sistema eucarioto usando células Sf9 uma 
linhagem de células de inseto. Esse transcrito codifica uma serpina (GREMSKI, 2010). 
Os membros da família das serpinas compartilham uma grande estrutura 
central conservada que é crítica para o seu funcionamento como inibidores de serino 
protease. Portanto, as descobertas e inferências sobre uma serpina podem estar 
relacionadas à outras (HUNTINGTON, 2011). 
Inibidores de serino protease já foram descritos em diferentes espécies, tais 
como em mariposa Manduca sexta e mosca Drosophila melanogaster (KANOST, 
1990) serpentes das espécies Vipera ammodytes (ŽUPUNSKI; KORDIŠ; GUBENŠEK, 
2003) e Bungarus multicinctus (CHOU et al., 2010), aranhas tarantulas das espécies 
Ornithoctonus huwena e Ornithoctonus hainana (YUAN et al., 2008). 
Os inibidores de serino protease são classificados conforme a sequência 
primária, estrutura da sequência e mecanismos de ligação com proteases. São 
agrupados em três superfamílias de acordo com seu mecanismo de ação, sendo os 
inibidores canônicos, os inibidores não-canônicos e as serpinas (OTLEWSKI; 
KROWARSCH; APOSTOLUK, 1999; KROWARSCH et al., 2003). Moléculas do tipo 
serpinas já foram identificadas em venenos e peçonhas, tais como em Nasonia 
vitripennis (DANNEELS; RIVERS; DE GRAAF, 2010) Crotalus adamanteus (ROKYTA 
et al., 2012) e Grammostola iheringi (BORGES et al., 2016). 
Inibidores de serino protease modulam proteases que além da sua importância 
fisiológica, têm como característica serem potencialmente nocivas para o ambiente 
proteico de uma célula ou de um organismo (SILVA-LOPEZ, 2009). As proteases 
estão envolvidas em processos fisiológicos essenciais, que podem estar relacionados 
a imunidade, inflamação, remodelagem de tecido, eliminação de patógenos e 
apoptose (PODDAR; MAURYA; SAXENA, 2017) por isso, suas atividades requerem 
um controle preciso. 
A superexpressão de proteases e a não regulação das atividades celulares 
mediadas por proteases levam a processos patológicos que podem se instalar e até 
mesmo levar um indivíduo à morte, enfermidades como enfisema pulmonar, epilepsia, 
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síndrome de Netherton, doenças hepáticas, câncer, doenças reumáticas, doenças 
degenerativas, doenças autoimunes, distúrbios de coagulação sanguínea estão 
relacionadas a desregulação proteolítica (HEAL; WICKRAMASINGHE; TATE, 2008; 
KUESTER et al., 2008; BERG, 2010; ALCANTARA; DASS, 2013). 
Há um crescente interesse na família das serpinas, já que atuam em processos 
diversos, dependentes do controle de protease (HEUTINCK et al., 2010) tais como, 
coagulação sanguínea, fibrinólise, apoptose, inflamação, ativação do sistema 
complemento e atividade antitumoral (BABCOCK; MARMER; STEELE, 1986; ZHANG 
et al., 2000; SCHAEFER; ZHANG, 2005; CARNEIRO-LOBO et al., 2009; 
ASSUMPÇÃO et al., 2016; BHAKUNI et al., 2016; KATSUKAWA et al., 2018; KEIZER 
et al., 2015; JEDLIČKOVÁ et al., 2019).  
Sendo assim, essa pesquisa tem como objetivo caracterizar, investigar e avaliar 
atividades biológicas e bioquímicas de uma serpina de L. intermedia sintetizada de 
forma recombinante em um sistema eucarionte usando células de inseto. 
A utilização de modelos de expressão baseados em células eucariontes é uma 
metodologia alternativa para a expressão de proteínas, e o diferencial desses 
sistemas reside no fato de estas células terem sistemas de endomembranas e 
originarem proteínas com conformações nativas (JAYAKUMAR, 2004).  
Os baculovírus recombinantes são amplamente utilizados no meio científico 
como ferramenta para expressão de genes heterólogos em células de inseto mantidas 
em cultura (MOUREZ et al., 2007; VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015; 
NASIMUZZAMAN; VAN DER LOO; MALIK, 2018). Uma característica importante 
descrita para esse sistema de expressão é sua maior eficiência na síntese de 
proteínas com dobramentos conformacionais, por isso, as células de inseto são 
adequadas para a expressão de glicoproteínas, proteínas biologicamente ativas e 
imunogênicas  (VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015).  
As proteínas expressas utilizando esse sistema são facilmente purificadas e 
possuem potencial biotecnológico diverso podendo ser usada na pesquisa, sistemas 
de diagnósticos e na produção de fármacos e vacinas (HARPER et al., 2006; 
NASIMUZZAMAN; VAN DER LOO; MALIK, 2018; YAN et al., 2019). A primeira vacina 
humana licenciada produzida com o sistema de expressão de baculovírus foi contra o 
vírus que causa o câncer cervical (HARPER et al., 2006).  
A utilização deste tipo de sistema de expressão de proteínas pode facilitar a 
caracterização biológica de inibidores que foram identificados nos transcritos das 
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glândulas de veneno das aranhas do gênero Loxosceles e irão contribuir para a 
descrição da função destas moléculas, na biologia celular do envenenamento e seu 
efeito na lesão da picada. Além disso, poderão trazer contribuições biotecnológicas a 
partir da descoberta das atividades biológicas desta molécula visto que, como 
mencionado acima, há um crescente interesse da indústria farmacêutica em 






O limitado conhecimento sobre o mecanismo de ação e da função da serpina 
para a compreensão da sua participação no envenenamento pela aranha marrom. 
 A produção de uma toxina do veneno de aranha marrom em um sistema 
eucarioto utilizando células de inseto e a tecnologia do baculovírus recombinante 
mostrando o nosso pioneirismo em relação ao uso desse sistema de expressão para 
obter a serpina recombinante de L. intermedia e finalmente obter a caracterização 
bioquímica e biológica desse inibidor, além de investigar potenciais aplicações 
biotecnológicas e terapêuticas (PELTIER et al., 2016; CARRELL; READ, 2017; LU; 
WANG; LIANG, 2017) inovando e trazendo resultados por meio da pesquisa cientifica 








3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Obtenção de uma serpina, solúvel e ativa a partir do mRNA extraído da glândula 
produtora de veneno de Loxosceles intermedia (aranha marrom), por meio do sistema 
de expressão eucarioto, através de baculovírus recombinante e células de inseto Sf9 
(Spodoptera frugiperda) para a caracterização bioquímica e biológica dessa proteína. 
 
3.1.1 Objetivos específicos 
 
1. Clonar e produzir uma serpina recombinante presente no veneno da aranha 
marrom Loxosceles intermedia; 
2. Avaliar a serpina recombinante quando a atividades biológicas, na atividade de 
inibição de convertases do sistema complemento na lise de Trypanosoma cruzi 
e avaliar o potencial antitumoral da serpina recombinante sobre células B16-
F10; 
3. Caracterizar a serpina recombinante quanto a atividades bioquímicas na 
atividade de inibição da trombina e da tripsina; 
4. Produzir anticorpos policlonais que reconheçam essa toxina; 
5. Investigar a presença desses inibidores em venenos de outras espécies de 
aranhas do gênero Loxosceles; 
6. Avaliar a similaridade da serpina do veneno de Loxosceles intermedia com 






4 REVISÃO DE LITERATURA 
 
4.1 ARANHA MARROM – ASPECTOS GERAIS 
 
As aranhas que pertencem ao gênero Loxosceles são popularmente 
denominadas aranhas marrons. O nome é dado devido a coloração desses animais, 
que pode variar de marrom-claro a marrom-escuro. As aranhas desse gênero também 
são conhecidas como aranhas-violino, já que possuem um desenho na parte posterior 
do cefalotórax, que lembra este instrumento musical (FUTRELL, 1992; DA SILVA et 
al., 2004). As aranhas marrons são aracnídeos pequenos com tamanho corporal de 8 
a 15 mm e suas pernas podem chegar a medir 30 mm (FUTRELL, 1992; DA SILVA et 
al., 2004; GREMSKI et al., 2014). Essas aranhas podem viver de 3 a 7 anos 
(GONÇALVEZ DE ANDRADE; LOURENÇO; TAMBOURGI, 2000). Tem 
comportamento sedentário e noturno (DE ANDRADE et al., 1999). Podem suportar 
temperaturas que variam de 8 a 43 °C e podem sobreviver por vários dias ou até 
meses sem comida e água (FUTRELL, 1992). Essas aranhas constroem teias 
irregulares que se parecem com fios de algodão (FUTRELL, 1992). A composição das 
teias de fêmeas maduras de L. arizonica e L. laeta é muito semelhante e rica em 
glicina e alanina (CODDINGTON; HISNANICK, 2001). A aranha marrom não é 
agressiva, e seu habitat preferencial predominante são áreas escuras (FUTRELL, 




O loxoscelismo refere-se às manifestações clínicas que resultam de picadas e 
envenenamento por aranhas do gênero Loxosceles (FUTRELL, 1992; DA SILVA et 
al., 2004; APPEL et al., 2005). O loxoscelismo é caracterizado por lesões na pele no 
local da picada incluindo inchaço, eritema, hemorragia e dermonecrose. Casos mais 
graves podem apresentar acometimento sistêmico, sendo os principais sintomas a 
hemólise intravascular e a insuficiência renal (DA SILVA et al., 2004; SWANSON; 
VETTER, 2006; GREMSKI et al., 2014). Os acidentes com aranhas do gênero 
Loxosceles ocorrem em vários estados do Brasil. As regiões Sul e Sudeste são as que 
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mais registram casos de acidentes com aranhas marrons. As espécies envolvidas 
nesses acidentes são de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (DA SILVA et al, 2004). 
Os acidentes são notificados e os dados são disponibilizados pelo SINAN 
(Sistema de Informação de Agravos de Notificação). A FIGURA 1 mostra os números 
de acidentes ocorridos na região metropolitana de Curitiba nos anos de 2017, 2018 e 
2019, e estão disponíveis na plataforma do SINAN. 
Foi divulgado no site da Prefeitura Municipal que Curitiba registrou 472 
acidentes com aranha do gênero Loxosceles em 2020 o menor número de acidentes 
dos últimos 28 anos, em 2019 o número de acidentes foi de 848, segundo Marcelo 
Vettorello, Biólogo do Centro de Epidemiologia da Secretaria Municipal de Saúde de 
Curitiba, essa queda significativa pode ter relação direta com a pandemia da Covid-
19, que fez com que as pessoas ficassem mais em casa e aumentassem os cuidados 
com a limpeza das residências, que é uma forma de prevenção de acidentes 
(Comunicação pessoal). 
FIGURA 1 – GRÁFICO COM OS DADOS EPIDEMIOLÓGICOS DE ACIDENTES COM ARANHAS DO 
GÊNERO Loxosceles DIVULGADOS NO SISTEMA DE INFORMAÇÃO DE AGRAVOS DE 
NOTIFICAÇÃO 
 
FONTE: A autora (2021). 
LEGENDA: Acidentes com aranhas do gênero Loxosceles na região metropolitana de Curitiba-PR 
nos anos de 2017, 2018 e 2019. 
 
4.1.2 Veneno da aranha marrom 
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As aranhas fêmeas de L. intermedia produzem mais veneno do que os machos 
e isso pode estar relacionado ao seu maior comprimento e peso comparado aos 
machos. O veneno das fêmeas causa uma reação dermonecrótica mais severa em 
coelhos (DE OLIVEIRA et al., 1999). 
O veneno loxoscélico é um líquido cristalino, composto por uma mistura 
proteica de compostos biológicos ativos, e apresenta grande quantidade e variedades 
de enzimas em sua composição (DA SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005; 
GREMSKI et al., 2014). Muitas proteínas que compõem o veneno já foram descritas, 
entre elas as fosfolipases-D, metaloproteases, hialuronidases, serino proteases, 
inibidor de serino protease, peptídeos inseticidas da família ICK (Inhibitor Cystine 
Knot), TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) e alérgenos (MACHADO et al., 
2005; GREMSKI et al., 2010; JUSTA et al., 2020; DE-BONA et al., 2021). 
As toxinas altamente expressas em veneno de L. intermedia são: peptídeos 
potencialmente inseticidas (55,9% dos transcritos de toxinas), metaloproteases do tipo 
astacinas (22,6%) e fosfolipases-D (20,2%). Já as hialuronidases, serino proteases, 
TCTP, inibidores de serino protease e alérgenos são pouco expressos e, juntos, não 
somam 1,5% do total de transcritos referentes as toxinas (GREMSKI et al., 2010; 
GREMSKI et al., 2021).  
Muitas das proteínas nativas não são expressas na quantidade ideal para testar 
a atividade e o potencial biotecnológico dessas toxinas, e neste sentido, para se 
alcançar quantidades maiores são empregados métodos de produção de proteínas 
recombinantes. Esses métodos incluem sistemas procariontes ou eucariontes. Por 
meio da tecnologia da expressão recombinante, várias toxinas do veneno da aranha 
marrom já foram expressas e descritas, como as fosfolipases-D, astacinas, notinas, 
TCTP, alérgeno, hialuronidases e uma serpina (DA SILVEIRA et al., 2006; DA 
SILVEIRA et al., 2007; APPEL et al., 2008; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; CHAIM 
et al., 2011; SADE et al., 2012; FERRER et al., 2013; MATSUBARA et al., 2013; 
VUITIKA et al., 2013; JUSTA et al., 2020; DE-BONA et al., 2021; SCHEMCZSSEN-
GRAEFF et al., 2021). 
 
4.2 PROTEASES - SERINO PROTEASE 
 
As proteases estão envolvidas em processos biológicos essenciais para os 
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organismos, tais processos incluem: digestão e assimilação das moléculas 
alimentares, degradação de proteínas nos lisossomos e nos proteossomos,  ativação 
da cascata de coagulação, sistema complemento e funções de sinalização intracelular, 
fibrinólise, degradação de moléculas da matriz extracelular, dentre outros processos 
(NEURATH, 1989). 
No entanto, estudos têm mostrado que as proteases também estão envolvidas 
na progressão e no crescimento de tumores primários e metastáticos (YANG et al., 
2006; RAKASHANDA et al., 2012). Em todas as etapas a partir do início do tumor, 
crescimento, metástase e invasão envolvem cinco classes de proteases, ou seja, 
serino, cisteíno, aspartato, treonina e metaloproteases da matriz extracelular 
(CHAMBERS; MATRISIAN, 1997; LOCHTER et al., 1997; KIM et al., 1998; MOOK; 
FREDERIKS; VAN NOORDEN, 2004; DEU; VERDOES; BOGYO, 2012). Outras 
enfermidades como enfisema pulmonar, epilepsia, síndrome de Netherton, doenças 
hepáticas, doenças reumáticas, doenças degenerativas, doenças autoimunes, dentre 
outras também estão relacionadas a um descontrole da atividade das enzimas 
proteolíticas (HEAL; WICKRAMASINGHE; TATE, 2008; KUESTER et al., 2008).  
Serino proteases, são proteases que clivam ligações peptídicas e são 
caracterizadas por possuírem um resíduo do aminoácido serina no sítio catalítico, o 
qual é essencial para o ataque nucleofílico do substrato (HEDSTROM, 2002). Mais de 
um terço de todas as enzimas proteolíticas conhecidas são serino proteases (DI CERA, 
2009). Do ponto de vista estrutural, as serino proteases foram conhecidas pela 
presença da chamada "tríade catalítica" composta pelos aminoácidos Asp-His-Ser 
(DODSON; WLODAWER, 1998). Essas moléculas geralmente após sintetizadas 
permanecem como zimogênios e são ativados por proteólise, o que por sua vez regula 
as atividades enzimáticas (DI CERA, 2009). 
As serino proteases, assim como as proteases em geral, realizam uma ampla 
gama de funções fisiológicas e celulares, desde processos digestivos, bem como 
ativação de processos tais como, coagulação sanguínea, imunidade celular e humoral, 
fibrinólise, fertilização, desenvolvimento embrionário, processamento de proteínas e 
remodelação de tecidos (KREM; DI CERA, 2001). 
Dentre as serino proteases, as tripsinas são geneticamente diversas, enzimas 
essas responsáveis pela digestão, coagulação do sangue, fibrinólise, 
desenvolvimento, fertilização, apoptose e imunidade. O sucesso dessa diversidade 
genética é atribuído a um dobramento conformacional altamente eficiente que acopla 
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a catálise e interações regulatórias e uma plasticidade conformacional (DI CERA, 
2009). A regulação dos processos ativados por serino proteases é essencial para as 
atividades fisiológicas da célula, sendo que a falta de regulação dessas atividades 
pode levar a condições patológicas. As serino proteases transmembrana tipo II, 
hepsina, matriptase-2, TMPRSS4 (transmembrane serine protease 4), serino protease 
urokinase Plasminogen Activator (uPA), calicreínas e HtrA (serine protease) estão 
intimamente relacionadas as proteases associadas ao câncer, uPA e o sistema de 
calicreína participam de uma série de funções fisiológicas desde o crescimento celular, 
sinalização celular até o processo de remodelação tecidual. No entanto, a 
desregulação da expressão dessas serino proteases leva à invasão do tumor e câncer 
(PODDAR; MAURYA; SAXENA, 2017). 
 A tripsina, está envolvida na carcinogênese colorretal e promove proliferação, 
invasão e metástase (YAMAMOTO et al., 2003; SOREIDE et al., 2006) a atuação da 
tripsina ocorre direta e indiretamente por meio de um "sistema de protease-
antiprotease" e pela ativação de outras cascatas de sinalizações reguladas por 
proteases. A invasão da membrana basal por células tumorais pode ser promovida 
pela digestão do colágeno tipo I pela tripsina. A tripsina é ativada e co-expressa com 
metaloproteases de matriz (MMPs) que são conhecidas por facilitar a invasão e a 
metástase (NYBERG et al., 2002). MMP-2, MMP-7 e MMP-9 são co-expressas 
juntamente com a tripsina e parecem ser de particular importância na proliferação, 
progressão e invasão (RAKASHANDA et al., 2012). As MMPs podem desempenhar 
um papel na conversão de adenoma em carcinoma e no início da invasão e metástase 
(RAKASHANDA et al., 2012). 
A FIGURA 2 mostra a ação do efeito nocivo da tripsina no ambiente tumoral. A 
tripsina e o Proteinase-Activated Receptor 2 (PAR-2) atuam juntos em um controle 
autócrino que promove a proliferação, invasão e metástase tumoral (RAKASHANDA 
et al., 2012). 
Ativados pela tripsina, MMP e PAR-2 podem ativar as vias MAPK (Mitogen 
Activated Protein Kinases) e ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase) através da 
ativação do receptor de fator de crescimento epidérmico (DARMOUL et al., 2004; 
HIROTA et al., 2012). 
DARMOUL et al., 2004 analisaram as vias de sinalização desencadeadas pela 
ativação do PAR-2 pela tripsina e a cascata de eventos foram divididas em três partes: 
1- Liberação do Transforming Growth Factor (TGF)-α por metaloproteína de matriz; 2- 
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Ativação do Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R) mediada por TGF-α e 
subsequente fosforilação de EGF-R; 3- ativação de ERK1/2 e subsequente 
proliferação celular. 
As ligações entre esses eventos são demonstradas pelo fato de que a 
estimulação da proliferação celular e ERK1/2 após a ativação do PAR-2 é revertida 
pelo inibidor de metaloproteinase Batimastat e anticorpos neutralizantes de TGF-α.  
Portanto, a transativação de EGF-R parece ser um mecanismo principal pelo 
qual a ativação do PAR-2 resulta no crescimento de células de câncer de cólon. Esses 
dados explicam como a tripsina exerce ação nas células do câncer de cólon e mostra 
o papel crítico da transativação de EGF-R (DARMOUL et al., 2004). 
FIGURA 2 – ILUSTRAÇÃO MOSTRANDO A INTERAÇÃO ENTRE A TRIPSINA E O PAR-2 NA 
ATIVAÇÃO MMPS 
 
Fonte: (RAKASHANDA et al., 2012). 
LEGENDA: PAR-2 (Receptor 2 ativado por proteases). MMPs (Metaloproteinases de Matriz). Pró-
MMPs (Metaloproteinases de Matriz inativas). 
 
Hemostasia e fibrinólise, processos biológicos que mantêm o fluxo sanguíneo 
adequado, são consequência de uma série complexa da cascata de reações 
enzimáticas, serino proteases envolvidas nestes processos são reguladas por 
circuitos de feedback de moléculas de cofatores e inibidores de serino protease, as 
serpinas (RAU et al., 2007). O delicado equilíbrio entre as reações proteolíticas e 
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inibitórias na hemostasia e na fibrinólise, pode ser interrompido, resultando em 
condições patológicas de trombose ou sangramento anormal (RAU et al., 2007). 
O sistema complemento pode ser ativado por meio de 3 vias diferentes: a 
clássica, das lectinas e a alternativa, que convergem na clivagem e ativação de C3 
(Convertase) que leva a atividade de várias moléculas biológicas efetoras. A 
regulação do sistema complemento é mediada por uma série de substâncias solúveis 
e proteínas ligadas à membrana. O complemento desempenha um papel fundamental 
em uma série de processos biológicos, incluindo a defesa do hospedeiro, remoção de 
células lesionadas e detritos, modulação de processos metabólicos e regenerativos, 
e a regulação da imunidade adaptativa. A ativação inadequada do complemento e a 
regulação prejudicada podem levar a doenças e condições relacionadas a doenças 
(VARELA; TOMLINSON, 2015).  
O Sistema complemento é composto por cerca de 50 proteínas séricas e de 
membrana, com cascatas de ativação proteolítica rigidamente reguladas que 
culminam na produção de moléculas efetoras com múltiplas funções biológicas 
(WALPORT, 2001; KEMPER; PANGBURN; FISHELSON, 2014). Dentre essas 
moléculas há atividade de pelo menos nove serino proteases (SIM; LAICH, 2000). As 
serino proteases do complemento incluem C1r, C1s, MASP 1 (Mannose-Binding 
Lectin (MBL)-Associated Serine Protease), MASP 2, MASP 3, C2, Fator B, Fator D, e 
Fator I. Cada uma dessas serino proteases tem especificidade restrita e baixa 
atividade enzimática. O grupo Clr, Cls e MASP ocorrem como pro-enzimas. Quando 
ativados, são regulados, por uma serpina, inibidora de C1. C2 e Fator B, no entanto, 
têm regulação complexa múltipla, composta por um grupo de proteínas do 
complemento chamadas Regulation of Complement Activation (RCA) enquanto os 
Fatores I e D parecem não ter inibidores naturais (SIM; LAICH, 2000).  
No veneno de L. intermedia foi descrita atividade serino proteásica em ensaios 
de zimograma que revelaram atividade gelatinolítica de duas moléculas, uma de 85 
kDa e outra de 95 kDa após estas serem ativadas pela tripsina. A classificação como 
serino proteases foi confirmada devido à inibição da atividade proteolítica ocorrer 
somente por inibidores como aprotinina, PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride), 
leupeptina, benzamidina e inibidor de tripsina de soja, mostrando que a serina é um 
resíduo funcional do sítio ativo dessas proteases (VEIGA et al., 2000). 
Assim, o veneno de L. intermedia contém, pelo menos, duas serino proteases 
com seletividade de substratos, uma vez que foi constatada atividade frente ao 
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colágeno desnaturado, baixa atividade frente a caseína e ausência de atividade 
proteolítica sobre laminina, BSA (Bovine Serum Albumin), fibrinogênio, hemoglobina 
e imunoglobulina G (VEIGA et al., 2000). 
 
4.2.1 Inibidor de serino protease: Serpina 
 
Inibidores de serino proteases são classificados com base na sua sequência 
primária, estrutura e mecanismos de ligação a seus substratos. São agrupados em 
três superfamílias de acordo com seu mecanismo de ação: os inibidores canônicos, 
os inibidores não-canônicos e as serpinas (OTLEWSKI; KROWARSCH; 
APOSTOLUK, 1999; KROWARSCH et al., 2003). Alguns membros da família das 
serpinas são de fato inibidores de serino protease, mas vários outros membros têm 
funções diferentes como por exemplo, inibir cisteíno protease, como as caspases e 
catepsinas (HUNTINGTON, 2011).  
As serpinas são compostas por 350 a 500 aminoácidos e compartilham uma 
estrutura altamente conservada composta por 3 folhas β e de 7 a 9 α-hélices. A 
maioria das serpinas tem massa molecular na faixa de 40 a 60 kDa, o que diferencia 
as serpinas dos outros inibidores de serino protease (BHAKUNI et al., 2016). 
Mais de 3.000 serpinas e membros semelhantes a serpinas já foram 
identificados no genoma de organismos que representam todas as formas de vida, 
como metazoários, plantas, vírus. Dentre as serpinas já descritas, 36 são serpinas 
humanas, essas moléculas estão amplamente presentes no plasma e nos tecidos dos 
seres vivos (LAW et al., 2006; BHAKUNI et al., 2016) bem como, também estão 
presentes no complexo proteico dos venenos de animais, como serpentes, caracóis, 
carrapatos, anêmonas do mar, vespas, escorpiões e aranhas (YUAN et al., 2008; 
GREMSKI et al., 2010; BORGES et al., 2016; CHAVES-MOREIRA et al., 2019). 
Em plantas e microrganismos, pequenos inibidores de serino protease 
canônicos do tipo Kunitz e Kazal são predominantes (RAWLINGS; TOLLE; BARRETT, 
2004).  Em humanos, as serpinas modulam processos importantes como coagulação 
sanguínea, inflamação e fibrinólise (HUNTINGTON, 2011) com estrutura e mecanismo 
de inibição semelhantes a maioria das serpinas inibitórias têm especificidade de 
múltiplas proteases que é aumentado na presença de cofator à base de heparina, 
várias serpinas de ligação a heparina envolvidas na coagulação também modulam a 
angiogênese (SHELLENBERGER et al., 2005; BHAKUNI et al., 2016). 
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A especificidade de múltiplos alvos das serpinas de plantas, incluindo as 
serpinas LR (Leucina-Arginina), permite que desempenhem funções duplas, tanto 
como regulador da morte celular, quanto como uma proteína protetora antipatogênica 
(COHEN; DAVYDOV; FLUHR, 2019). 
Iripin-3, uma serpina expressa nas glândulas salivares do carrapato Ixodes 
ricinus é uma proteína pluripotente, com propriedades imunomoduladoras e anti-
hemostáticas que podem facilitar a alimentação do carrapato via a supressão das 
defesas do hospedeiro (CHLASTÁKOVÁ et al., 2021).  
 A capacidade das serpinas de sofrerem mudança conformacional é 
fundamental para a sua função, mas também as tornam suscetíveis a mutações que 
perturbam o seu dobramento, levando à deficiência e doenças (DAVIES; LOMAS, 
2008; HUNTINGTON, 2011; LYSVAND et al., 2015). O distúrbio de deficiência de α-
antitripsina é uma das serinopatias hereditárias mais comuns (JANCIAUSKIENE et 
al., 2011). Mutações em α-1 antitripsina (SERPINA1) levam a enfisema grave com 
lesão pulmonar, bem como doença hepática e pancreática (JANCIAUSKIENE et al., 
2011) e mutações em antitrombina (SERPINA C1) levam a formação de trombos 
excessivos, causando a trombose (CONARD; SAMAMA, 1986; COLLER et al., 1987; 
GETTINS; PATSTON; SCHAPIRA, 1992; CARRELL et al., 1997; ISHIGURO et al., 
2000). 
O papel inibitório das serpinas é modulado pela ligação a cofatores, 
especialmente proteoglicanos, heparina e heparan sulfato, presentes nas superfícies 
celulares e na matriz extracelular. A função inibitória da antitrombina é acelerada pela 
heparina e essa é a base para o uso extensivo de heparinas terapêuticas para 
profilaxia e tratamento de complicações trombóticas (REZAIE; GIRI, 2020; STERN et 
al., 1985). 
Bao e colaboradores (2018) estudaram a interação entre serpinas de patógenos 
e hospedeiros, e evidenciaram que as serpinas do hospedeiro fornecem proteção, e 
as serpinas dos patógenos aumentam a infectividade, ou seja, a capacidade do 
patógeno de se alojar e multiplicar-se no corpo do hospedeiro. Pesquisas futuras irão 
elucidar o valor terapêutico dessa molécula visto que, as serpinas desempenham 
papéis críticos nas interações patógeno/hospedeiro e na regulação das respostas 
inflamatórias (BAO et al., 2018). Além disso, inibidores de tripsina possuem inúmeras 
aplicações como bioferramentas, tais como, proteger as drogas proteicas da clivagem 
por enzimas no trânsito gastro intestinal usando encapsulamento, ou complexação da 
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droga com inibidores, Larionova e colaboradores (1999) propõem essa capsulação 
com a aprotinina, um inibidor de serino protease.  
 Diferentes produtos sialilados da Serpina A1 foram considerados 
biomarcadores do líquido cefalorraquidiano para indicar o desenvolvimento da 
demência na doença de Parkinson (JESSE et al., 2012). Outra aplicabilidade 
interessante para inibidores de proteases é a inserção de genes que codificam 
serpinas terem sido introduzidos na lavoura, em culturas de alfafa, batata, algodão e 
tabaco, aumentando significativamente a resistência destes ao ataque de insetos e 
predadores (CHRISTELLER; LAING, 2005). 
Em análise de transcriptoma de glândulas produtoras de veneno de aranhas do 
gênero Loxosceles foram encontrados transcritos codificadores de inibidores 
enzimáticos. A biblioteca de cDNA da glândula de veneno L. intermedia mostrou a 
presença de 0,1% das sequências dos transcritos relacionadas a um inibidor de serino 
protease (GREMSKI et al., 2010) e no transcriptoma de L. laeta foram encontrados 
0,6% dos transcritos relacionados a essa mesma função (FERNANDES-PEDROSA et 
al., 2008).  
As razões para a presença de inibidores de proteases no veneno animal e os 
alvos fisiológicos dessas moléculas ainda não são totalmente compreendidos. A 
expressão de inibidores de serino protease em veneno de serpente indica que há uma 
pressão seletiva operando nas proteínas do veneno porque funções como 
neurotoxinas ou inibidores potenciais na cascata de coagulação e fibrinólise, 
aumentaram a potência dos venenos de serpentes contra diversas espécies de presas 
(ŽUPUNSKI; KORDIŠ; GUBENŠEK, 2003).  
 
4.2.2 Serpinas com atividade antitumoral   
 
O estudo dos inibidores de serino protease como agentes antitumoral tem sido 
um importante tema de pesquisa (CASTRO-GUILLÉN; GARCÍA-GASCA; BLANCO-
LABRA, 2010). 
Um membro em particular da família das serpinas, a maspina, tem sido 
estudada devido ao seu potencial como um agente terapêutico contra câncer, devido 
à inibição do crescimento de tumor, angiogênese, invasão, motilidade e metástase 
bem como, por promover a apoptose (SHENG et al., 1996; ZHANG et al., 2000; ZOU 
et al., 2000; JIANG et al., 2002). Atividade inibitória da maspina contra a angiogênese 
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foi mostrada pela primeira vez quando essa molécula inibiu a migração de células 
endoteliais através da inibição do Fibroblast Growth Factor (FGF) e do Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) in vitro, e bloqueou a neovascularização in vivo 
(ZHANG et al., 2000). A maspina é regulada epigenéticamente com a expressão 
tecido-específica relacionada a metilação do DNA (DOMANN et al., 2000). A região 
promotora do gene da maspina é especialmente importante porque é responsivo a 
hormônio e com local de ligação a proteína p53. Além disso, a expressão da maspina 
é regulada por ambas as vias supressoras de tumor, p53 e Transforming Growth Fator 
(TGF)-β (ZHANG; MAGIT; SAGER, 1997; ZOU et al., 2000; WANG et al., 2007). A 
maspina nuclear atua como um regulador da transcrição, interagindo diretamente com  
fatores transcricionais (LI et al., 2006). 
A serpina 5, secretada por células epiteliais normais, atua como um 
componente do sistema de vigilância extracelular que facilita a eliminação de células 
pré-malignas do epitélio (KATSUKAWA et al., 2018). 
A forma clivada inativa de antitrombina (C-AT) e outra forma inativa produzida 
por tratamento térmico, conhecida como forma latente (L-AT), foram relacionadas com 
a atividade antiangiogênica (O’REILLY et al., 1999). O mecanismo de efeito anti-
angiogênico de L-AT e C-AT consiste no rompimento das interações célula-matriz, 
aumento da apoptose, parada do ciclo celular, e inibição do crescimento tumoral e 
metástase, via alterações na cinase de adesão focal e vias de sinalização de receptor 
de ligante de célula endotelial (DOOLITTLE, 1983; LARSSON et al., 2000; ZHANG et 
al., 2006). 
Vários genes importantes são afetados por L-AT e C-AT em células endoteliais, 
agindo na regulação negativa de genes pró-angiogênicos, incluindo proteoglicanos de 
superfície celular e de matriz (perlecano, biglicano e sindecanos 1 e 3), transdutores 
de sinais e ativadores de transcrição, Signal Transducers and Transcription Activators  
(STAT) relacionados à mitogênese, proteínas de sinalização MAPK-3, STAT 2, 3 e 6, 
bem como, a regulação positiva de genes anti-angiogênicos como p21, caspase 3 e 
inibidor de metaloprotease 1, 2, 3 (LARSSON et al., 2000; CASTRO-GUILLÉN; 




4.2.3 Serpinas com atividade modulatória do sistema complemento 
 
Protozoários parasitas como Trypanosoma cruzi são capazes de neutralizar a 
ativação do complemento (COUVREUR et al., 2008). 
No entanto, enquanto no estágio epimastigota do T. cruzi encontrado em 
vetores de insetos são suscetíveis à via alternativa do complemento, os 
tripomastigotas metacíclicos infecciosos e da corrente sanguínea são resistentes 
(JOINER, 1988). A evasão do complemento parece ser devido a presença de uma 
glicoproteína de 160 kDa, que é um homólogo da proteína reguladora do complemento 
do hospedeiro (DAF) Decay-Accelerat-ing Factor (NORRIS et al., 1991). Assim como 
DAF, essa glicoproteína pode se ligar a C3b e C4b e inibir a cascata do complemento, 
evitando assim a formação de convertase e a lise do parasita (SACKS; SHER, 2002). 
As serpinas participam da regulação do sistema de complemento (BEINROHR 
et al., 2011). A Serpina G1, inibidor de C1 é uma proteína plasmática que inibe várias 
proteases do sistema complemento, da coagulação e do sistema fibrinolítico em 
humanos (CICARDI et al., 2005).  
A L-serpina é um dos principais inibidores da ativação do complemento em 
Lampetra japonica por inativação da proteína C1q (WANG et al., 2019).  
Duas serpinas de ácaros Sarcoptes scabiei, SMSB3 (Scabies Mite Serpin) (54 
kDa) e SMSB4 (47 kDa) localizados no intestino e nas fezes do ácaro, foram 
produzidas de forma recombinante, e em ensaios de atividade não inibiram as serino 
proteases de ácaros, entretanto, inibiram as serino proteases de mamíferos, como por 
exemplo, a quimiotripsina. A análise funcional detalhada revelou que ambas as 
serpinas interferiram nas três vias do sistema complemento humano em diferentes 
estágios de sua ativação. SMSB4 inibiu principalmente as etapas iniciais e 
progressivas das cascatas, enquanto SMSB3 mostrou efeitos mais fortes no nível da 
C9, as SMSs mostraram atividade em vários níveis mediando a inibição geral do 
sistema complemento e, portanto, podem proteger os ácaros de danos intestinais 
mediados pelo complemento (MIKA et al., 2012). 
 
4.2.4 Serpinas com atividade modulatória da coagulação sanguínea 
 
As vias pró-coagulantes, anticoagulantes e fibrinolíticas são responsáveis por 
manter o equilíbrio hemostático sob condições fisiológicas. Qualquer desvio dessas 
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vias resultaria em hipercoagulação levando a doenças potencialmente fatais, como 
enfarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, trombose da veia porta, trombose 
venosa profunda e embolia pulmonar (BRAKUNI et al., 2016). A angiogênese é o 
processo de surgimento de novos vasos sanguíneos a partir dos pré-existentes e 
desempenha um papel crítico no reparo vascular, retinopatia diabética, inflamação 
crônica e progressão do câncer. Serpinas desempenham um papel fundamental papel 
na regulação da angiogênese e da coagulação (BRAKUNI et al., 2016). 
Os resultados do estudo de uma serpina expressa nas glândulas salivares do 
carrapato Ixodes ricinus chamada de Iris (Ixodes ricinus immunosuppressor) 
mostraram que, além de ser um fator anti-inflamatório e modulador da resposta imune 
é também um fator chave na modulação da hemostasia do hospedeiro. A Iris 
aumentou a adesão plaquetária, a via de coagulação ativada pela fase de contato e 
os tempos de fibrinólise de maneira dose-dependente indicando que a Iris interrompe 
a coagulação e a fibrinólise por meio do domínio RCL antiproteolítico (PREVOT et al., 
2006). 
Estudo recente mostrou que, uma serpina Iripin-3 também expressa nas 
glândulas salivares do carrapato Ixodes ricinus inibiu a via extrínseca da coagulação  
sanguínea (CHLASTÁKOVÁ et al., 2021). 
Outra serpina de carrapato da espécie Ixodes scapularis (IxscS-1E1) é um 
inibidor de trombina e de tripsina, inibiu a função de agregação plaquetária e retardou 
a formação de coágulo de fibrina (IBELLI et al., 2014). 
A caracterização bioquímica da serpina 19 de carrapato da espécie 
Amblyomma americanum mostrou que essa proteína tem atividade anticoagulante, 
inibindo a atividade de cinco dos oito fatores de coagulação do sangue que são serino 
proteases, preveniu a agregação plaquetária e retardou a coagulação do plasma (KIM 
et al., 2015). A FIGURA 3 mostra que a serpina 19 inibe a atividade enzimática da 
plasmina e dos fatores de coagulação sanguínea Xa e XIa, formando complexo 
irreversível com esses fatores. O fator XIIa é inibido em 82,5%, e os fatores IIa 
(trombina) e IXa quimotripsina e a triptase respectivamente, são inibidas 
moderadamente em 14–29% (KIM et al., 2015). 
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FIGURA 3 - PAINEL MOSTRANDO AS VIAS INTRÍNSECA E COMUM DA COAGULAÇÃO 
SANGUÍNEA 
 
FONTE: (KIM et al., 2015). 
LEGENDA: Serpina 19 recombinante (AAS19) de carrapato da espécie Amblyomma 
americanum. Traços em negrito mostram as serino proteases as quais a serpina 19 teve forte 
atividade inibitória e linhas pontilhadas mostram as serino proteases as quais a serpina 19 inibiu de 
forma fraca. 
 
4.2.5 Mecanismo de ação das serpinas 
 
Serpinas são estudadas como uma classe de proteínas distinta desde o início 
dos anos 80 (HUNTINGTON, 2011). Um estudo filogenético da superfamília dividiu as 
serpinas eucarióticas em 16 clados (IRVING et al., 2000). 
Essas moléculas compartilham uma estrutura central conservada que é crítica 
para seu funcionamento como inibidores de serino protease. Também compartilham 
um loop, o Loop Central Reativo (RCL), que se liga à serino protease alvo próximo da 
região C terminal da sequência. Nas serpinas, o RCL possui uma ligação “scissile” 
entre os resíduos P1 na região N-terminal do sítio de clivagem e P1' na região C-
terminal no sítio de clivagem (GETTINS, 2002).  
O mecanismo de inibição pelas serpinas (FIGURA 4) é iniciado pela interação 
da serino protease ativa com o loop que corresponde ao centro reativo da serpina. 
Essa ligação gera um complexo covalente permanente no qual a serino protease é 
lançada para o pólo oposto da serpina em 70Å (ângstrons). A arquitetura catalítica da 
serino protease é então destruída, sua estrutura fica desordenada e a serino protease 
é inativada irreversivelmente (GETTINS, PATSTON; SCHAPIRA, 1992; GETTINS, 
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2002).  
FIGURA 4 – PAINEL MOSTRANDO AS ESTRUTURAS ENVOLVIDAS NA FORMAÇÃO DO 
COMPLEXO COVALENTE ENTRE A SERPINA E A SERINO PROTEASE 
 
FONTE: Gettins (2002). 
LEGENDA: A. Complexo no ponto de clivagem da alça central reativa antes da inserção da alça. Em 
verde é mostrado a serino protease. B. Complexo após os primeiros resíduos do centro reativo terem 
sido inseridos e exatamente quando a proteinase alcança a hélice-f. C. Deslocamento parcial da 
hélice f (em azul) necessário para permitir a progressão da proteinase (em verde) em direção a região 
inferior da serpina. D. Deslocamento total da hélice f com a remoção da cadeia lateral P1 da 
proteinase. Acima do painel D é uma vista lateral da estrutura D para mostrar que a proteinase ainda 
está "acima" do plano da folha-β A e, não está distorcida. E. Complexo final no qual a hélice-f 
retornou e a proteinase foi distorcida através de compressão contra a região inferior da serpina e foi 
totalmente inativada. Acima do painel E é uma vista lateral da estrutura para mostrar o movimento da 
proteinase abaixo do plano da folha-β A e contra a região inferior da serpina. 
 
Gremski e colaboradores (2010) identificaram uma sequência codificante de 
uma serpina no transcriptoma da glândula de veneno de L. intermedia, um fragmento 
com 1197 pares de base. Posteriormente, essa sequência foi clonada e expressa em 
diversas cepas de E. coli, resultando na obtenção da proteína recombinante em sua 
forma insolúvel (GREMSKI, 2010). Isso se deve provavelmente ao modelo utilizado 
na expressão ser de procarioto, uma vez que bactérias não possuem sistema de 
endomembranas, limitando o dobramento correto e modificações pós-traducionais. 
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4.3 SISTEMA DE EXPRESSÃO BACULOVÍRUS/ CÉLULAS DE INSETO 
 
4.3.1 Biologia molecular do baculovírus 
 
Os baculovírus no ambiente natural infectam espécies de Lepidópteros 
(ROHRMANN, 2013). A FIGURA 5 ilustra a entrada do baculovírus na célula de inseto.  
FIGURA 5 – ILUSTRAÇÃO MOSTRANDO A BIOLOGIA DO BACULOVÍRUS 
 
FONTE: Rohrmann (2013). 
LEGENDA: A. Os baculovírus ligam-se a receptores e, via proteína gp64, são endocitados. B. A 
vesícula endocítica é acidificada e isso altera a conformação de gp64 e faz com que o envelope do 
vírion se funda com a membrana endossômica liberando o nucleocapsídeo no citoplasma. C. O 
nucleocapsídeo entra no núcleo por meio de um complexo de poro nuclear. D. Os genes são 
transcritos, o DNA é replicado e os nucleocapsídeos são montados no estroma virogênico. E. 
Proteínas do envelope são sintetizadas e provavelmente traduzidas em associação com o retículo 
endoplasmático, glicosiladas, transportadas e incorporadas na membrana citoplasmática utilizando o 
aparelho de Golgi. F. Nucleocapsídeos destinados a se tornarem baculovírus saem do núcleo e 
recebem um envelope transitório. G. As evidências sugerem que eles saem da célula por associação 
com a proteína motora cinesina, que se move ao longo dos microtúbulos. Ao atingir a membrana 
citoplasmática modificada pelas proteínas f e gp64, eles obtêm envelopes definitivos. 
 
A tecnologia do baculovírus é datada de 1980, onde o primeiro trabalho ilustrou 
o potencial uso do baculovírus na produção de proteínas recombinantes em células 
de insetos, nesse trabalho foi feita a expressão de IFN- β  (Interferon humano), como 
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uma molécula recombinante (SMITH; SUMMERS; FRASER, 1983). Trinta anos após 
o início do uso desse sistema para a produção de proteínas recombinantes, suas 
tecnologias associadas formam uma plataforma principal para a produção de 
proteínas tanto na ciência básica como na ciência aplicada (VAN OERS; PIJLMAN; 
VLAK, 2015). 
A primeira linhagem celular a ser intensamente utilizada em pesquisas e 
aplicações tecnológicas foi a Sf21, isolada de tecidos ovarianos de Spodoptera 
frugiperda. A linhagem celular Sf9 é derivada da linhagem Sf21 (SMITH; SUMMERS; 
FRASER, 1983).  Estas células são adaptadas ao crescimento em semiaderência, ou 
seja, podem ser cultivadas tanto em sistema estático em monocamadas de células, 
como em suspensão (PALOMARES; ESTRADA-MONDACA; RAMÍREZ, 2006).  
Células de inseto necessitam de muitos componentes para o crescimento como, 
carboidratos, aminoácidos, fatores de crescimento, hormônios, lipídeos e vitaminas as 
taxas de consumo desses nutrientes podem variar de acordo com o estado fisiológico 
da célula (PALOMARES; ESTRADA-MONDACA; RAMÍREZ, 2006). As células de 
inseto são adequadas para a expressão de glicoproteínas, e proteínas biologicamente 
ativas (VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015). As células de inseto não infectadas 
apresentam o núcleo com forma irregular, contendo porções de heterocromatina de 
vários tamanhos dispersas pelo seu interior, presença massiva de mitocôndrias, 
projeções citoplasmáticas e algumas vezes, vacúolos fagocíticos (ACÁCIO, 2008).  
Durante as seis horas iniciais, após a infecção da célula de inseto por 
baculovírus, os primeiros efeitos citopáticos podem ser observados ao microscópio 
eletrônico. Ocorrem alterações no arranjo do citoesqueleto, e a cromatina celular 
começa a se dispersar no núcleo, que aumenta em volume ocorrendo hipertrofia 
nuclear (O’REILLY; BROWN; MILLER, 1992). 
A próxima fase de infecção ocorre entre 6 e 24 horas após a infecção, quando 
uma estrutura eletrondensa, o estroma virogênico fica evidente e ocorre replicação de 
DNA viral (BILIMORIA, 1991). Após 24 horas inicia-se a fase de infecção, quando 
ocorre a produção de poliedros (O’REILLY; BROWN; MILLER, 1992). Pode-se 
detectar a presença de poliedros no núcleo da célula infectada e à medida que a 
infecção progride, estes se acumulam no núcleo, comprimindo o citoplasma. 
 Estruturas fibrilares, formadas pela proteína viral P10, surgem tanto no núcleo 
como no citoplasma (VAN DER WILK; VAN LENT; VLAK, 1987). Estudos da cinética 
de síntese proteica mostram que a partir dessa fase há um bloqueio na síntese de 
42 
proteínas celulares. As proteínas virais P10 e poliedrina são predominantemente 
sintetizadas até 72 horas após a infecção (O’REILLY; BROWN; MILLER, 1992). 
A proteólise pode afetar a qualidade e quantidade do produto da expressão e é 
em grande parte devido à natureza deste sistema, que é lítico. Proteases podem ser 
produzidas pelas células de inseto após a infecção por baculovírus como resposta ao 
estresse durante o ciclo de infecção ou podem ser liberadas após a lise celular como, 
por exemplo, as proteases lisossômicas. O problema da proteólise pode ser ainda 
mais exacerbado em sistemas de cultura sem soro, onde a proteção conferida por 
proteínas séricas, como albumina e macroglobulina estão ausentes (IKONOMOU; 
SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). 
Os baculovírus recombinantes podem ser amplificados em culturas com 
monocamada celular, ou agitação (células em suspensão). O protocolo feito com 
agitação é mais conveniente e pode ser executado colocando-se culturas de tamanho 
variável, até cerca de 1,5 litros, em uma plataforma de agitação, em uma incubadora, 
ou numa sala quente a 28 °C. Para agitar culturas é importante o uso de meio isento 
de soro para evitar formação de espuma ou bolhas que destroem as membranas 
celulares e uma área de superfície maior para relação de volume e troca de gases 
eficiente, porque células infectadas por vírus exigem altos níveis de oxigênio (IRONS 
et al., 2018). A variação do tempo de incubação das células infectadas mostra que a 
expressão máxima é alcançada 48h após a infecção. A presença de 2% de SFB no 
meio de cultura aumenta a produção da proteína recombinante (MOUREZ et al., 2007). 
As proteínas expressas utilizando o sistema Baculovírus/células de inseto são 
facilmente purificadas e possuem potencial biotecnológico diverso para uso na 
pesquisa, diagnóstico e na produção de fármacos e vacinas (MOUREZ et al., 2007; 
VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015; NASIMUZZAMAN; VAN DER LOO; MALIK, 
2018). Ainda, outra característica importante descrita para esse sistema de expressão 
é sua maior eficiência na aquisição de proteínas com dobramentos corretos porque 
as células de inseto são adequadas para a expressão de proteínas biologicamente 
ativas e imunogênicas (VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015). 
A utilização de modelos de expressão eucarionte é um exemplo de metodologia 
alternativa para a expressão da serpina recombinante de L. intermedia com o objetivo 
de obtê-la de forma solúvel. O sistema de expressão de baculovírus/células de inseto 
provou ser uma ferramenta extremamente valiosa para a produção de proteínas 
recombinantes (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003; JAYAKUMAR, 2004; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 CULTURA DE CÉLULAS 
 
A linhagem celular Sf9 (Invitrogen, Waltham, EUA), derivada do tecido ovariano 
pupal da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, foi utilizada na expressão do 
LSPILT (do Inglês Loxosceles Serine Protease Inhibitor-Like Toxin). O meio de cultura 
de células Sf-900™ II SFM (Gibco®) foi usado para o crescimento e manutenção das 
células, bem como para a expressão da LSPILT. Grace's Insect Medium (Gibco®) 
suplementado e não suplementado, foram usados durante o período de transfecção. 
Os antibióticos utilizados foram penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 μg/mL 
(Gibco®). As células foram mantidas entre 27 e 28 °C em monocamada ou suspensão, 
dependendo do procedimento, sem umidificação ou atmosfera de CO2. 
A linhagem celular de melanoma murino B16-F10 foi usada para os ensaios de 
migração in vitro e viabilidade. As células foram mantidas em meio de cultura 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e 40 mg/L de gentamicina 
(Inlab, São Paulo, SP, Brasil). As células foram mantidas a 37 °C, em atmosfera de 
5% de CO2. 
 
5.2 TRANSCRIÇÃO REVERSA ACOPLADA A REAÇÃO DE POLIMERASE EM 
CADEIA: 5’RACE e 3’RACE 
 
Com o intuito de obter o segmento de cDNA específico para o inibidor de serino 
protease, o RNA total extraído das glândulas de veneno de L. intermedia foi submetido 
a reações de RT-PCR (Reação em Cadeia da Polimerase com Transcriptase 
Reversa). Para as reações de 3’RACE, foram adicionados em um microtubo para PCR 
0,2 μM de oligonucleotídeo adaptador Oligo (dT)17, 1 μg de RNA total e água DEPC 
tratada completando volume final de 10 µL em seguida a reação foi incubada a 70 °C 
por 5 min em termociclador (My Cycler – Thermal Cycler BioRad). Após a incubação 
para a desnaturação do RNA, a solução foi imediatamente retornada ao gelo. Foi 
adicionado tampão para transcriptase reversa (1X), 2,5 mM de MgCl2, 0,4 mM de 
dNTPs, 20 U de inibidor de RNAse e água DEPC tratada para completar o volume 
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final de 10 μL. Essa nova solução foi colocada no termociclador a 42 °C para 
anelamento do oligo-DT. Após 1 min, foi adicionado 200 U da transcriptase reversa e 
os microtubos foram submetidos aos ciclos de 25 °C/5 min, 42 °C/60 min, 70 °C/10 
min e 4 °C/∞ (ciclo de espera). Para o ensaio de 5’RACE foi utilizado o 
oligonucleotídeo específico para síntese do cDNA. O cDNA foi precipitado com 
acetato de amônio (2,5 M) e etanol absoluto gelado (3:1 v/v de amostra). A mistura foi 
incubada a -20 ºC, por 30 min. Em seguida, foi realizada centrifugação a 4 °C, 20.000 
x g por 30 min. Depois de descartar o sobrenadante, o pellet foi lavado com 750 µL 
de etanol 70% gelado. A centrifugação foi nas mesmas condições da anterior, por 5 
min. O material sedimentado foi ressuspenso em 20 µL de água.  
Para a realização de 5’RACE, foi realizada uma reação para a adição de uma 
cauda de poliadeninas ao cDNA para o anelamento dos oligonucleotídeos na etapa 
seguinte. Doze microlitros do cDNA ressuspendido em água, juntamente com tampão 
para a enzima TdT (desoxinucleotídeo transferase) (1X) e dATP 0,2 mM foram 
incubados a 94 °C por dois minutos. A amostra foi então imediatamente colocada em 
gelo após essa incubação e foram adicionados 20 U da TdT para um volume final de 
20 µL e incubado a 37 °C por 10 min e 65 °C por mais 10 min. Para a reação de PCR 
propriamente dita, foram utilizados 10 µL do cDNA obtido na reação anterior; tampão 
para Taq DNA polimerase 1X; MgCl2 1,5 mM; dNTPs mix 0,2 mM; “Oligonucleotídeo 
Sense” 0,2 µM; “Oligonucleotídeo Anti-sense” 0,2 µM (esses oligonucleotídeos variam 
nas diferentes reações realizadas); Taq DNA polimerase 1,25 U para um volume final 
de reação de 50 µl. Esta mistura foi incubada em termociclador: 94 °C/2 min (1 ciclo); 
94 °C/30 s, temperatura de anelamento dos oligonucleotídeos/30 s, 72 °C/1 min (35 
ciclos); 72 °C/10 min (1 ciclo); 4 °C/∞. 3’RACE (5’ GTC CAG CTT TGA GCT ACA ATG 
G 3’) e dois oligonucleotídeos anti-sense para a reação de 5’ RACE (5’ AAT CTT CCG 
CTT GTA AGT GCC CTG 3’; 5’ GAG TGC TTC TTC AAA CTG GCG TG 3’). 
 
5.2.1 Extração dos fragmentos do gel de agarose 
 
A análise do produto de PCR foi realizada em eletroforese de gel agarose 1,5% 
com brometo de etídio 0,5 µg/mL, em tampão TAE (Tris base 40 mM/ acetato 20 mM/ 
EDTA 1 mM) e corrida eletroforética em cuba horizontal a 5 V/cm de gel. O gel foi 
visualizado e a imagem registrada com auxílio de aparelho de análise de imagens 
Chemidoc – XRS e software Quantity One – SW (BioRad). O gel de agarose foi 
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recortado com auxílio de bisturi no local de visualização das bandas correspondentes. 
Os fragmentos de gel foram colocados em microtubos e o DNA foi extraído com auxílio 
de kit conforme orientação do fabricante, para extração de DNA em gel (Gel Band 
Purification kit, GE®). O fragmento, como inserto isolado, foi clonado em vetor de 
armazenamento pGEM-T. Esta fase inicial descrita até aqui foi realizada por outros 
membros do grupo de pesquisa, antes do início desse trabalho. Portanto, foi 
necessário confirmar as características, a qualidade e a fidelidade do material. Para 
tanto, foram feitas reações de digestão, reações de PCR e o sequenciamento dos 
produtos de PCR e das construções. Assim, em um primeiro momento, duas 
construções pGEM-T + serpina (numeradas como 26 e 37), foram amplificadas por 
PCR utilizando diferentes combinações de primers que reconheciam tanto sequências 
do vetor quanto da serpina. Além disso, foi feita uma digestão da construção nº 37 
com a enzima NdeI para confirmar, após corrida em gel de agarose, se a altura da 
banda correspondia ao número de bases esperado para uma construção pGEM-T + 
serpina. Finalmente, para confirmar a sequência da serpina clonada, o inserto foi 
sequenciado com os primers T7 e SP6.  
 
5.3 REAÇÃO DE DIGESTÃO DA CONSTRUÇÃO DA SERPINA CLONADA EM 
pGEM-T 
 
Para a reação de digestão da construção da serpina clonada em pGEM-T foi 
usado 0,5 µg do DNA molde, 2 μL de buffer orange, 1μL de enzima NdeI e água estéril, 
o volume final da reação foi de 20 μL. O tubo foi incubado por 16 h a 37 °C. O produto 
da digestão foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%. 
 
5.4 REAÇÕES DE PCR 
 
Para as reações de PCR foram usados de 20 a 30 ng do DNA molde do inserto 
e de 150 a 200 ng do DNA molde da construção, 5 μL de tampão da enzima, 0,5 μL 
de Pfu DNA polimerase, 0,2 µM de dNTP mix, 0,4 µM de primer forward e reverse e 
água estéril. A reação foi realizada em termociclador nas seguintes condições: 95 ºC/2 




5.5 AMPLIFICAÇÃO E ANÁLISE 
 
Após confirmada a sequência da serpina, foi realizada uma PCR utilizando a 
enzima Pfu DNA polimerase para amplificação do inserto. O primer forward foi 
desenhado com uma região adicional CACC, antes do início do peptídeo sinal da 
serpina, sendo que essa região é de adaptação ao vetor pENTR™/D-TOPO® (5′-
CACCATGTTTTTCTTCAACGAACTG-3′). O primer reverse foi desenhado para não 
ter o códon de parada, de modo que as tags C-terminal (tags de fusão V5 e 6xHis) 
foram expressas (5’- TTTCCATTGTGGATCAACCACTC-3’). O produto da PCR foi 
analisado por eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar a integridade, a 
banda foi extraída do gel com a utilização do kit Purelink™ chick gel extraction 
(Invitrogen). Parte desse produto de PCR foi usado para sequenciamento pelo método 
de Sanger para confirmar a inserção da sequência adicional de adaptação ao vetor 
de clonagem e parte desse produto de PCR foi usado no procedimento de clonagem. 
 
5.6 REAÇÃO E ANÁLISE DE SEQUENCIAMENTO 
 
Foi utilizado o protocolo de sequenciamento BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems), com um volume total de reação de 10 μL. 
Destes, 3 μL são o reagente Big Dye e os outros 7 μL são a somatória do volume de 
DNA molde, oligonucleotídeo e água estéril. Cada clone em pGEM-t foi submetido a 
duas reações de sequenciamento, uma utilizando o iniciador universal sense T7 e 
outra o iniciador universal antisense SP6. Para os insertos foram usados iniciadores 
que adicionaram a região CACC à serpina para a clonagem no vetor pENTR™/D-
TOPO® (5′CACCATGTTTTTCTTCAACGAACTG-3′ forward e 5’-
TTTCCATTGTGGATCAACCACTC-3’ reverse). Após a reação de clonagem descrita 
abaixo, uma amostra foi sequenciada, com iniciadores que anelam no vetor 
pENTR™/D-TOPO® (M13 forward 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3´ e M13 reverse 5’-
CAGGAAACAGCTATGAC-3´). Após a reação de recombinação descrita na 
metodologia, uma amostra também foi sequenciada com iniciadores que anelam no 
DNA viral (Poliedrina forward 5’-AAATGATAACCATCTCGC-3 e V5 reverse 5’-
ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3). Essas reações foram levadas em termociclador 
de placa a 95 °C/20 min, 50 °C/15 s, 60 °C/4 min (35 ciclos); 4 °C/∞. Para a 
precipitação do produto a ser sequenciado, adicionou-se acetato de sódio/EDTA (1,5 
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M/0,25 M) (1/10 do volume inicial da reação) em seguida etanol absoluto gelado (3 
vezes o volume da reação), homogeneizou-se bem e foi incubado em gelo por 10 min. 
Em seguida foi centrifugado a 4 °C por 20 min a 20.000 xg. Após retirar o 
sobrenadante, o sedimento foi lavado com etanol 70% gelado (500 μL), passando o 
líquido pelo sedimento sem homogeneizar, e em seguida centrifugado por 10 min, 
20.000 xg a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e o sedimento foi seco em temperatura 
ambiente dentro do fluxo laminar por 15 min, evaporando completamente o etanol, 
que pode interferir no sequenciamento. Finalmente, o produto foi ressuspenso em 
formamida. O sequenciamento foi realizado em sequenciador por eletroforese capilar 
3500 xL Genetic Analysers (Applied Biosystems® 3500) e os resultados analisados 
em software Chromas Pro version 1.5. O alinhamento e análise das sequências 
adquiridas foi realizado utilizando o programa Clustal 
<http://www.ebi.ac.uk/clustalw/>; a sequência mais representativa escolhida foi 
analisada por comparação ao banco de dados disponível usando a ferramenta 
nucleotide blast BLAST<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>.4.13. 
 
5.7 PROCEDIMENTO DE CLONAGEM/TOPO® 
 
A sequência foi clonada no vetor pENTR™/D-TOPO® entre os sítios de 
reconhecimentos attR1 e attR2 característicos do Sistema Gateway (Invitrogen). O 
produto da PCR foi ligado direcionalmente pela adição das quatro bases do primer 
forward (CACC), que é complementar à sequência overhang do vetor de clonagem 
(GTGG) e, portanto, anela com a região excedente do produto de PCR, proveniente 
da região extra do primer forward e estabiliza o produto na direção correta. A reação 
acontece devido à enzima topoisomerase I clivar a ligação fosfodiéster de uma fita e 
conservar a energia pela formação de uma ligação covalente entre o fosfato 3’ da fita 
clivada e um resíduo tirosil da topoisomerase (informações do fabricante). Para esta 
reação foram adicionados 9,4 ng do produto de PCR, 1 μL de salt solution, 1 μL do 
vetor pENTR™/D-TOPO®, e 3 μL de água estéril, e a amostra foi suavemente 
misturada e incubada em temperatura ambiente, entre 22 e 23 ºC. A amostra seguiu 




5.7.1 Transformação em E. coli quimicamente competente 
 
A transformação da construção da serpina ligada ao vetor pENTR™/D-TOPO® 
foi feita em E. coli One Shot® Top 10, quimicamente competente. Foram adicionados 
2 μL da reação de clonagem TOPO® em um frasco de One Shot® e incubado no gelo 
por 1 min e 30 s. Em seguida, a amostra foi submetida a um choque térmico por 30 s 
a 42 °C, em banho maria e imediatamente o tubo foi transferido para gelo por 1 min e 
30 s. Para a recuperação das células foram adicionados 250 μL de meio de cultura 
S.O.C. (2% triptona, 0,5% de extrato de levedura, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 
mM, MgSO4 10 mM e glicose 20 mM) em temperatura ambiente e incubado por 37 °C 
durante 1 h sob agitação. As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB-
ágar contendo 100 µg/mL de sulfato de Canamicina (GibcoTM).  A placa foi incubada 
overnight, em temperatura de 37 °C. Os clones transformados foram utilizados para 
confirmação da presença do vetor contendo o inserto. Para essa confirmação foi feito 
PCR de colônia, os clones positivos foram submetidos à minipreparação e 
sequenciamento de DNA pelo método de Sanger. 
 
5.7.2 Reação de recombinação 
 
Primeiro dia do preparo da reação de recombinação: Para reação de 
recombinação, foi adicionado em tubo cônico 150 ng de DNA molde do produto da 
minipreparação descrita anteriormente que foi eluida em tampão T.E. (pH 8.0 10 mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA), adicionado 4 μL da enzima Clonase® II, 10 μL do DNA 
do baculovírus (300 ng) BaculoDirect™ C-Term Transfection, sem pipetar up and down 
ou vórtexar o tubo, para não danificar as moléculas longas do DNA viral. Para 
completar o volume final de 16 μL foram adicionados 2 μL de tampão T.E. e incubado 
por 16 h em temperatura de 25 °C em banho maria. Segundo dia do preparo da reação 
de recombinação: Foram adicionados 10 μL da primeira reação em outro tubo de 1,5 
mL e adicionados 100 μL de Grace’s Insect Medium não suplementado (tubo A). No 
tubo B foram adicionados 100 μL de Grace’s Insect Medium não suplementado e 8 μL 
de Cellfectin® II. Em seguida, foi adicionado o conteúdo do tubo A no tubo B 




5.7.3 Preparando as células para a transfecção 
 
 Para a transfecção, as células Sf9 foram cultivadas em garrafa de 75 cm2 em 
meio de cultura Grace's suplementado e contendo 10% de SFB, sem antibiótico e em 
fase de crescimento logarítmico entre 1,5-2,5 x106 cél/mL e com viabilidade superior 




 Foram plaqueadas 8x105 cél/por poço em placa de seis poços em 2 mL de meio 
Grace's, não suplementado, sem antibióticos e sem SFB. As células aderiram por 40 
min na incubadora a 27 °C, em seguida foi realizada a transfecção, adicionando gota 
a gota o total de 210 μL da reação de recombinação nas células, no mesmo meio em 
que foram plaqueadas. As células transfectadas foram incubadas a 27 ºC por 5 h, e 
em seguida o meio da transfecção foi substituído por 2 mL de Grace’s Insect Medium, 
suplementado e com 10% SFB, com 100 μM de ganciclovir. A placa foi mantida em 
câmara úmida e incubada à 27 °C por 168 h. Este foi considerado o P0, P zero da 
produção viral. O sobrenadante das células transfectadas foi coletado, centrifugado a 
5.000/rpm por 5 min e armazenado a 4 ºC protegido da luz.  
 
5.8 PRIMEIRO ESTOQUE VIRAL (P1) 
 
Para o início da expansão viral foi feito o primeiro estoque viral (P1). Para tanto, 
nesta fase, as células foram plaqueadas (8x10⁵ células por poço) em placas de seis 
poços em 1,5 mL de meio de cultura Sf-900™II SFM com 100 μM de ganciclovir, sem 
SFB, com uma viabilidade celular mínima de 95%. As células foram incubadas por 1 
h para permitir a total aderência no fundo da placa formando uma monocamada celular, 
e, após este período, foram adicionados 500 μL do sobrenadante (P0). A incubação 
foi feita em câmara úmida a 27 °C, por 144 h, o sobrenadante foi coletado, 
centrifugado a 5.000/rpm por 5 min, e armazenado a 4 ºC protegido da luz. 
 
5.8.1 Segundo estoque viral (P2) 
 
O segundo estoque viral (P2) foi feito em garrafa de 25 cm2 em 5 mL de meio 
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Sf-900™II SFM, sem SFB, com uma confluência celular de 80% e viabilidade mínima 
de 95%. As células foram incubadas por 1 h para permitir a total aderência no fundo 
da garrafa formando uma monocamada celular. Após este período, foi adicionado 1 
mL do sobrenadante (P1). As células ficaram em incubadora a 27 °C, por 144 h, o 
sobrenadante foi coletado, centrifugado a 5.000/rpm por 5 min e armazenado a 4 ºC 
protegido da luz. 
 
5.8.2 Terceiro estoque viral (P3) 
 
O terceiro estoque viral (P3) foi feito em garrafa de 75 cm2 em 10 mL de meio 
Sf-900™II SFM, sem SFB, com uma confluência celular de 80% e viabilidade mínima 
de 95%. As células foram incubadas por 1 h, para permitir a total aderência no fundo 
da garrafa formando uma monocamada celular. Após este período foram adicionados 
2 mL do sobrenadante (P2). As células ficaram em incubadora a 27 °C, por 144 h, o 
sobrenadante foi coletado, centrifugado a 5.000/rpm por 5 min e armazenado a 4 ºC 
protegido da luz. 
 
5.8.3 Quarto estoque viral (P4) 
 
Como estratégia para garantir que a titulação viral estaria sendo amplificada de 
forma exponencial foi feito um quarto estoque viral (IRONS et al., 2018). O quarto 
estoque viral (P4) foi feito em garrafa de 75 cm2, em 10 mL de meio Sf-900™II SFM, 
sem SFB, com uma confluência celular de 80% e viabilidade mínima de 95%. As 
células foram incubadas por 1 h para permitir a total aderência no fundo da garrafa 
formando uma monocamada celular. Após este período foram adicionados 3 mL do 
sobrenadante do P3. As células ficaram em incubadora a 27 °C por 144 h, o 
sobrenadante foi coletado, centrifugado a 5.000/rpm por 5 min e armazenado a 4 ºC 
protegido da luz. 
Amostras do estoque viral P3 e P4 foram usadas para o isolamento do material 
genético, que foi submetido a quantificação da carga viral por PCR em tempo real (rt-




5.8.4 Isolamento do DNA para titulação viral 
 
Foram adicionados 750 µL do meio de cultura condicionado do terceiro e quarto 
estoque viral em tubos de 1,5 mL em seguida adicionados em cada tubo 750 µL de 
PEG 8000 20% diluído em NaCl 1 M. Os tubos foram invertidos 2 vezes e incubados 
por 30 min a 25 °C. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 min, e o 
sobrenadante completamente removido com auxílio de pipeta. Depois, foi adicionado, 
sem pipetar up and down, tampão de lise (triton 0,1% diluído em PBS 1X). A seguir 
foram adicionados 10 µL de proteinase K em cada tubo e incubado por 1 h a 50 °C. 
Então, foram adicionados 110 µL de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (24:25:1), e 
invertido os tubos duas vezes. Centrifugou-se por 5 min à 25 °C, em seguida a parte 
aquosa foi transferida para outros tubos de 1,5 mL, onde foi adicionado acetato de 
sódio 3 M 10 µl, glicogênio ultrapuro 0,5 µL e 250 µL de etanol 100% em cada tubo e 
incubado a -20 °C, por 20 min e após centrifugado por 15 min a – 4 °C. Foi enfim, feita 
lavagem com etanol 70%, centrifugado e o etanol todo removido. Os tubos ficaram 
abertos em fluxo laminar até estarem completamente secos e em seguida adicionados 
10 µL de água estéril. 
 
5.9 QUANTIFICAÇÃO DA TITULAÇÃO VIRAL POR RT-qPCR 
 
Para a titulação viral foi feita uma curva de calibração em duplicata. Foi usado 
SYBR™ Green reagent (Applied Biosystems), um agente inespecífico que revela 
qualquer dupla fita gerada na reação de amplificação. Para controle negativo foi usado 
meio condicionado de células que não foram transfectadas. Foram usados 0,4 µM de 
primer forward e reverse, específicos para GP64, que amplificam um gene da 
glicoproteína do capsídeo do baculovírus. Foi adicionado 1 µL da amostra em cada 
tubo do DNA que foi extraído dos sobrenadantes P3 e P4. As reações de RT-pPCR 
foram realizadas nas seguintes condições: 95 ºC/30 s; 95 ºC/30 s; 60 ºC/25 s; 95 ºC/15 
s (40 ciclos); 60 ºC/1 min 95 ºC/15 s. 
 
5.10 PADRONIZAÇÃO DA EXPRESSÃO DA SERPINA RECOMBINANTE EM 
MODELO EUCARIOTO 
 
O meio de cultura utilizado para a manutenção das células Sf9 e para a 
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expressão da serpina recombinante foi o Sf-900™ II SFM (Gibco®).  
Antes da produção da serpina recombinante em volumes maiores, foram feitos 
ensaios de padronização da expressão em volumes reduzidos em monocamada e em 
suspensão de células para verificar a melhor multiplicity of infection (MOI) e o melhor 
tempo de expressão para obter a serpina recombinante na forma solúvel e na 
conformação de dobramento correto. Os ensaios de padronização da titulação viral, 
número de células e volume de expressão foram organizados nos fluxogramas 1 e 2 
(FIGURAS 6 e 7).  
A FIGURA 6, mostra no fluxograma 1, as condições padronizadas de: tempo e 
volume de expressão, número de células e porcentagem do volume do sobrenadante 




FIGURA 6 – FLUXOGRAMA 1: TESTES DE PADRONIZAÇÕES DA EXPRESSÃO EM CÉLULAS 
CULTIVADAS EM MONOCAMADA 
 
FONTE: A autora. 
LEGENDA: Padronização do tempo de expressão, número de células em monocamada e 
porcentagem do título viral. 
 
 A FIGURA 7, mostra no fluxograma 2, as condições padronizadas de: tempo e 
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volume de expressão, número de células e porcentagem do volume do sobrenadante 
(P4) de alta titulação viral, em ensaios feitos com células em suspensão.  
FIGURA 7 – FLUXOGRAMA 2: TESTES DE PADRONIZAÇÕES DA EXPRESSÃO EM CÉLULAS 
CULTIVADAS EM SUSPENSÃO 
 
FONTE: A autora. 
LEGENDA: Padronização do tempo de expressão, número de células em suspensão e porcentagem 
do título viral. 
 
Todos os volumes dos ensaios de padronização da expressão feitos em 
monocamadas de células (FIGURA 6) e os ensaios 1 e 2 da (FIGURA 7), expressão 
em suspensão, foram concentrados em concentrador a vácuo ou concentrados por 
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membranas (Amicon®) corte de 10 kDa, para um volume final de no máximo 2 mL. As 
amostras concentradas foram submetidas a testes para detecção da presença da 
toxina recombinante por immunoblotting e testes de atividade biológica por zimograma 
reverso. O ensaio 3 da (FIGURA 7) seguiu para purificação por cromatografia de 




A purificação da serpina recombinante foi feita em sistema automatizado ÄKTA 
pure™ (GE Healthcare Life Sciences Marlborough, EUA) por cromatografia de 
afinidade em resina Ni2+-NTA, a coluna usada foi a Histrap™ Excel de 1 mL obtida da 
GE Healthcare Life Sciences (Marlborough, EUA). Foram usados dois tampões para 
a purificação, sendo tampão A (250 mM de NaH2PO4 e 2,5 M de NaCl). Tampão B 
(250 mM de NaH2PO4, 2,5 M de NaCl e 500 mM de imidazol). O tampão B foi usado 
na eluição da amostra. O grau de pureza do eluato foi analisado por eletroforese em 
gel de acrilamida, SDS-PAGE 12,5%, sob condições redutoras. 
 
5.12 SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING 
 
As amostras purificadas tiveram sua concentração determinada pelo método 
de Bradford (Coomassie Blue, BioRad, Hercules, EUA) (BRADFORD, 1976). Após a 
quantificação, amostras de 5 µg de LSPILT purificada foram analisadas por SDS-
PAGE 12,5% sob condições redutoras (LAEMMLI, 1970). Os géis foram corados com 
corante Coomassie Blue R-250 (BioRad). Para o immunoblotting, as amostras 
contendo 5 µg da proteína recombinante foram submetidas a SDS-PAGE, 12,5% sob 
condições redutoras e transferidas para membranas de nitrocelulose usando o 
sistema Trans-Blot® SD (15 V por 30 min). Em seguida, as membranas de 
nitrocelulose foram bloqueadas por 2 h em PBS-BSA 3% em temperatura ambiente 
sob agitação constante. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas em 
temperatura ambiente por 2 h em soro pré-imune (1:1500) ou antissoro contra a 
serpina recombinante (1:1500), antissoro que reconhece o veneno total de L. 
intermedia (1:1500), antissoro que reconhece o veneno total de L. gaucho (1:1500) ou 
antissoro que reconhece o veneno total de L. laeta (1:1500). Os anticorpos primários 
anti-6X-His-tag (1:1500) (Abcam, Cambridge, UK) e anti-V5-tag (1:1500) (Abcam) 
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também foram usados para detectar a serpina recombinante. Todos os anticorpos 
foram diluídos em solução de bloqueio. Em seguida, as membranas de nitrocelulose 
foram incubadas em temperatura ambiente por 1 h, com solução contendo anticorpos 
secundários IgG anti-coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:5000), ou IgG anti 
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:5000); os anticorpos secundários 
foram diluídos em solução de bloqueio. As reações foram desenvolvidas utilizando 
como substrato os reagentes BCIP/NBT(Promega). 
 
5.13 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS 
 
O soro hiper imune que reconhece a serpina recombinante foi produzido 
usando dois camundongos de acordo com Harlow e Lane (1988). Camundongos 
suíços adultos pesando aproximadamente 50 g foram fornecidos pelo Biotério Central 
da Universidade Federal do Paraná. Foi realizada inicialmente a coleta do soro pré-
imune, por via subcutânea pela veia auricular, e em seguida foram administrados nos 
animais por via intraperitoneal 20 μg de serpina recombinante emulsificada em 
hidróxido de alumínio (Sigma Aldrich), que foi utilizado como adjuvante. Duas 
imunizações de reforço adicionais de 40 e 80 μg de serpina recombinante foram 
administradas em intervalos de 3 semanas. Amostras de sangue foram coletadas 15 
dias após a terceira imunização, e a presença de anticorpos policlonais que 
reconhecem a serpina recombinante foram analisados por immunoblotting. O título do 
soro hiper imune foi avaliado por ensaio de ELISA.  
Soros hiper imunes que reconhecem as toxinas do veneno de L. intermedia, L. 
laeta e L. gaucho foram produzidos em coelhos. Os coelhos adultos da Nova Zelândia 
pesando 3 kg foram adquiridos da Fazenda Experimental Canguiri da Universidade 
Federal do Paraná e mantidos no Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos 
(CPPI). Após a coleta do soro pré-imune, cada animal recebeu imunizações iniciais 
intramuscular e subcutânea de 15 μg do veneno específico total emulsificado em 
adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich). Três outras imunizações de reforço 
de 30, 40 e 100 μg de veneno total emulsificado em adjuvante incompleto de Freund 
(Sigma-Aldrich) foram administradas em intervalos de 3 semanas. Amostras de 
sangue foram coletadas 21 dias após a última imunização, e a presença de anticorpos 
policlonais que reconhecem as toxinas de veneno total foi analisada por 
immunoblotting. O sangue foi coletado e armazenado em tubo de vidro, mantido a 
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37 °C por 2 h para retração do coágulo e posterior separação do soro por 
centrifugação (10 min a 3000 rpm). As amostras dos soros foram mantidas a -20 °C. 
Os venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho foram gentilmente cedidos 
pelo CPPI. Todos os protocolos experimentais com animais foram realizados de 
acordo com aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de Ciências 
Biológicas da UFPR, sob parecer número 1146 (Anexo 4). 
 
5.14 ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) 
 
Os ensaios de ELISA foram feitos usando 10 µg/mL da serpina recombinante 
purificada para sensibilizar o fundo da placa (Nunc MaxiSorp, Roskilde, Dinamarca) 
(100 μL por poço, por 16 h a 4 °C em câmara úmida). Na sequência a placa foi lavada 
com PBS 1X (200 μL) e bloqueada com solução de bloqueio (PBS-BSA 3%, 200 μL 
por poço, durante 2 h em temperatura ambiente). Em seguida os poços foram lavados 
5 vezes com 200 μL de PBS-TWEEN-20 0,1%. Após as etapas de lavagem com PBS 
1X, os poços da placa foram incubados por 2 h em temperatura ambiente, com 100 
μL de um dos seguintes anticorpos primários: antissoros que reconhecem os venenos 
de L. intermedia, L. laeta, L. gaucho, ou soros pré-imunes (diluições 1:500, 1:1000, 
1:2000) diluídos em PBS-TWEEN-20 0,1%.  A seguir, as placas foram lavadas com 
200 μL de PBS-TWEEN-20 0,1% e então incubadas com 100 μL de anticorpos 
secundários anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (1:5000) (Sigma-
Aldrich) por 1 h, em temperatura ambiente, diluído em PBS-TWEEN-20 0,1%. A 
reação colorimétrica foi desenvolvida usando orto-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-
Aldrich) em tampão citrato (50 mM de Na2HPO4 e 24 mM e ácido cítrico, pH 5,0). A 
reação foi interrompida com ácido sulfúrico concentrado (1M). Os resultados foram 
quantificados em 490 nm usando um leitor de microplacas automatizado (Meridiam 
ELX 800 Bio-TEK Instruments, INC., Vermont, EUA). O ensaio foi repetido três vezes 




5.15 ANÁLISES DE ATIVIDADES BIOQUÍMICAS E BIOLÓGICAS 
 
5.15.1 Zimograma reverso 
 
A zimografia reversa foi realizada de acordo com Lantz e Ciborowski (1994), 
com modificações. Amostras contendo 5 μg da serpina recombinante purificada foram 
aplicadas em gel de poliacrilamida 10% copolimerizado com 3 mg/mL de gelatina e 
então submetidas à eletroforese em condições não redutoras. Logo após a corrida 
eletroforética, o gel foi incubado com triton 2,5% X-100 (Sigma-Aldrich) por 20 min. 
Em seguida, o gel foi lavado várias vezes com água filtrada até que as bolhas de 
espuma fossem removidas, seguido de incubação em tampão contendo tripsina (0,1 
mg/mL de tripsina) (Sigma Aldrich) em tampão (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, CaCl2 5 mM, 
NaCl 200 mM, MgCl2 5 mM), durante 2 h a 37 ºC. Uma amostra de 5 μg de inibidor 
SBTI inibidor de tripsina de soja (Sigma-Aldrich) foi usado como controle positivo. O 
gel foi então corado com uma solução Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad) por 
30 min, e em seguida o gel foi incubado com uma solução de metanol 30% e ácido 
acético 10% para remover o excesso de corante. As bandas resultantes foram 
visualizadas após descoloração e o gel foi fotografado. O experimento foi repetido três 
vezes. A presença de bandas coradas no gel indica a resistência à proteólise pela 
tripsina e, portanto, inibição desta protease. 
 
5.15.2 Detecção qualitativa da atividade inibitória da serpina recombinante sobre a 
tripsina 
 
Amostras de 5 μg da serpina recombinante foram pré-incubadas com 0,1 μg de 
tripsina por 30 min, a 37 ºC antes da incubação com 5 μg de vitronectina. As 
incubações com a vitronectina foram de 2 e 24 h e os controles também foram feitos 
nas mesmas condições e na ausência da serpina recombinante. Após as incubações, 




5.15.3 Detecção quantitativa da atividade inibitória de serpina recombinante sobre a 
tripsina 
 
A quantificação da atividade inibitória da serpina recombinante sobre a tripsina 
foi mensurada usando 2 µg de gelatina de pele de porco conjugada com fluoresceína 
(Invitrogen). Amostras de 1 µg da serpina recombinante foi previamente incubada com 
0,5 µg de tripsina (Sigma Aldrich) em tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5, CaCl2 5 mM, 
NaCl2 200 mM, MgCl2 5 mM, por 30 min a 37 ºC. As amostras foram incubadas com 
a gelatina fluorescente por 30 min, a leitura foi feita em espectrofluorímetro (Tecan 
Infinite M200) com excitação em 480 nm e detecção em 530 nm (TREVISAN-SILVA 
et al., 2013).  A leitura do controle negativo foi subtraída dos tratamentos e dos valores 
do controle positivo. O experimento foi repetido três vezes e todas as amostras foram 
analisadas em pentaplicata em cada experimento. 
 
5.15.4 Detecção da atividade inibitória da serpina recombinante sobre a morte de 
Trypanosoma cruzi mediados pelo sistema complemento 
 
Soro normal humano (SNH) foi coletado de doadores voluntários não 
chagásicos e armazenado a -80 °C até o uso (conforme código CAAE para protocolos 
éticos: 0133.0.208.000-07). A atividade do complemento das amostras de soro foi 
avaliada pela determinação da diluição do soro necessária para lisar 
aproximadamente 50% dos parasitas (ensaio de diluição limitante). O controle 
negativo incluiu parasitas incubados em meio RPMI. Epimastigotas de T. cruzi da cepa 
Dm28c foram lavadas duas vezes em meio RPMI na ausência de SFB e ressuspensas 
na concentração de 5,0x106/mL. A suspensão do parasita (100 μL, 5,0 x 105/por poço) 
foi incubada a 37 ºC com RPMI e SNH até uma concentração final de 3,12% de SNH 
em 200 µL. Amostras contendo 5 e 10 μg da serpina recombinante foram testadas.  
Uma etapa de pré-incubação da proteína recombinante com o SNH por 30 min 
foi realizada antes da exposição aos epimastigotas. Após a exposição do parasita ao 
SNH tratado ou não tratado com a serpina recombinante, as reações foram 
interrompidas pela adição de 800 μL de RPMI gelado. As amostras foram então 
mantidas em gelo e analisadas imediatamente. Os parasitas sobreviventes foram 
quantificados em câmara de Neubauer e objetiva de 40X em microscópio óptico. 
Motilidade parasitária e morfologia regular foram os parâmetros usados para distinguir 
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entre parasitas vivos e mortos. O experimento foi repetido três vezes e todas as 
amostras foram analisadas em triplicata em cada experimento. 
 
5.15.5 Detecção da atividade inibitória da serpina recombinante sobre a trombina 
 
Amostras contendo 1 e 2 µg da serpina recombinante foram utilizadas para 
mensurar a inibição da trombina por meio da análise da formação de coágulos 
sanguíneos. Primeiro, as amostras da serpina recombinante foram pré-incubadas com 
1 µg de trombina durante 30 min a 37 °C e incubadas com 500 µL de plasma fresco 
de coelhos (GREMSKI et al., 2007). A incubação foi realizada durante 5 min, à 
temperatura ambiente. Em seguida, os coágulos formados foram fotografados e 
analisados. A área dos coágulos foi medida usando o software ImageJ/Fiji 1,46. O 
controle positivo foi feito utilizando o plasma com trombina na ausência da serpina 
recombinante. O experimento foi repetido três vezes e todas as amostras foram 
analisadas em triplicata em cada experimento. 
 
5.15.6 Ensaio de atividade inibitória da serpina recombinante sobre a migração de 
células de melanoma B16-F10 in vitro por ensaio de “scratch” 
 
As células B16-F10 (1x105 por poço) em meio DMEM suplementado com SFB 
a 10% foram plaqueadas em uma microplaca de 96 poços. Após as células estarem 
completamente aderidas, o meio de cultura foi trocado para meio DMEM sem SFB e 
então incubado por 2 h a 37 °C com 10 µg/mL de mitomicina C. Em seguida, com uma 
ponteira de 10 μL, foi feito um risco no centro do poço. O meio foi substituído por 
DMEM com 2% de SFB (LIANG; PARK; GUAN, 2007) seguido de incubação com a 
serpina recombinante (90 e 110 μg). O controle negativo foi feito na ausência da 
serpina recombinante. O ensaio foi monitorado por 24 h. Os poços foram fotografados 
individualmente sob um microscópio Olympus IX71 e câmera de captura Sony Cyber-
shot DSC-W35 em 0, 6, 12 e 24 h. A distância entre as duas margens foi medida 
usando o software ImageJ/Fiji 1,46 em todos os tempos testados. A distância em 0 h 
foi subtraída das 6, 12 e 24 h, resultando na taxa de migração celular. O experimento 




5.15.7 Ensaio de viabilidade celular 
 
Para o ensaio de viabilidade por MTT foram plaqueadas 3,5x104 células B16-
F10 em placas de 96 poços em meio DMEM contendo 10% de SFB. Após 16 h, as 
células foram lavadas com PBS 1X e, então, tratadas com a serpina recombinante (30 
e 50 μg/poço) (ZHANG et al., 2000). No controle negativo as células permaneceram 
em meio DMEM sem SFB. Após o tratamento o meio foi aspirado e foi adicionado às 
células 100 μL de uma solução 0,5 mg/mL (50 μg) de MTT (Sigma, St. Louis, USA) 
em PBS. Às células foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37 ºC durante 3 h. 
O meio contendo MTT foi cuidadosamente retirado e 100 μL de DMSO (SIGMA, St. 
Louis, USA) foram adicionados em cada poço. A reação foi mensurada em 
espectrofotômetro em 550 nm. 
 
5.16 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As análises estatísticas do ensaio de ELISA, do ensaio de migração de células 
por scratch e ensaio de viabilidade celular foram realizadas usando a análise de 
variância (Two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey. A significância foi 
estabelecida em p < 0,0001 usando o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad 
Software, San Diego, CA, EUA). As análises estatísticas dos ensaios de inibição de 
morte de T. cruzi mediada pelo complemento e da atividade inibitória contra trombina 
foram feitos usando análise de variância (One-way ANOVA) seguida de teste post hoc 
de Tukey. A significância foi estabelecida em p < 0,01, p < 0,001 ou p < 0,0001 usando 
o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A análise 
estatística da atividade inibitória contra a tripsina foi realizada usando o teste t não 
pareado. A significância foi estabelecida em p < 0,001 usando o programa GraphPad 
Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
 
5.17 ANÁLISE ESTRUTURAL E DE SIMILARIDADE 
 
A sequência de LSPILT foi analisada pela ferramenta ProtParam, a qual deduz 
as propriedades físico-químicas a partir da sequência de aminoácidos (aa). A predição 
de ponte dissulfeto foi feita usando o algoritmo DiANNA web server versão 1.1. A 
predição do peptídeo-sinal foi feito pelo algoritmo SignalP server versão 5.0. A região 
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conservada entre as serpinas foi analisada pelo padrão de consenso disponível em 
PROSITE. A predição de sítios de glicosilação foi feito pelo algoritmo NetNglyc server 
versão 1.0. As sequências com alta identidade para a sequência de aminoácidos 
deduzida por cDNA de LSPILT foram pesquisadas no GenBank usando BLASTp, 








O primeiro capítulo desse trabalho de tese está apresentado na forma de artigo 
científico, e descreve os resultados da clonagem, expressão recombinante e 
descrição das atividades bioquímicas e biológicas de uma serpina do veneno de L. 
intermedia e há resultados que não foram enviados para publicação e estão descritos 
no capítulo II, que traz mais detalhes sobre a padronização da expressão da serpina 
recombinante no sistema de células de inseto e resultados adicionais de atividades 
bioquímicas e biológicas dessa molécula. 
Outros três artigos foram publicados durante o período do doutorado e estão 






6 CAPÍTULO I: DESCRIPTION OF A SERPIN TOXIN IN LOXOCELES (BROWN 
SPIDER) VENOMS: CLONING, EXPRESSION IN BACULOVIRUS-INFECTED 

































































7 CAPÍTULO II – PADRONIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LSPILT EM SISTEMA 




Para uma produção de LSPILT em quantidade ideal para avaliar atividades 
biológicas e bioquímicas foram necessários vários ensaios de padronização. Variáveis 
como: volume de expressão, número de células por mL, tempo de expressão e 
titulação viral, foram testadas. A titulação viral foi feita por RT-qPCR do sobrenadante 
da terceira e quarta amplificação viral P3 e P4. O título viral alcançado para o P4 foi 
de 1x107 pfu/mL (plaque-forming unit/mL) para o P3 a titulação viral foi bem próxima 
ao título do P4. O cálculo da MOI (Multiplicity of Infection) foi determinado em 
porcentagem do volume do sobrenadante P4. Para obter uma MOI de 5 foi necessário 
adicionar 5% do volume do sobrenadante P4 na cultura de células de expressão. 
Como os ensaios de padronização obtidos mostraram que a melhor 
produtividade da LSPILT foi com 5% do volume do P4 os demais ensaios foram feitos 
utilizando essa porcentagem.  
Os ensaios iniciais de padronização da expressão foram feitos em placa de seis 
poços e em garrafas, iniciando com garrafas de 25 cm2 depois 75 cm2, com o número 
de células proporcionais ao tamanho de cada superfície, entretanto, a LSPILT não foi 
detectada nos ensaios de western blotting e zimograma reverso nos volumes de até 
12 mL de expressão. O primeiro ensaio de padronização que foi possível detectar a 
LSPILT foi feito em garrafa de 150 cm2 em volume de 25 mL com 9,6x105 cél/mL e 
com 144 h de expressão, 5% de titulação viral P4. Esse volume foi concentrado 12 X 
em centrífuga a vácuo refrigerada (TABELA 1). A expressão da LSPILT nas condições 
desse primeiro teste positivo foi baixa (FIGURA 8) o que mostrou ser necessário 
aumentar os volumes das culturas celulares de expressão. 
O segundo ensaio de padronização que foi possível detectar a LSPILT, foi feito 
em suspensão, com 2,5x106 cél/mL, em volume inicial de 40 mL, o volume da titulação 
viral P4 foi fracionado e adicionado 2,5% na hora zero da expressão e após 24 h do 
início da expressão adicionado mais 2,5% do volume do P4. Do volume de 40 mL de 
expressão, 10 mL foi coletado com 72 h de expressão, 10 mL foi coletado com 96 h, 
e o ensaio foi finalizado com 120 h, sendo o último horário com volume final de 20 mL. 
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Todos esses volumes foram concentrados 12 X e avaliados por western blotting 
(TABELA 1 e FIGURA 8). Nesse ensaio de expressão a LSPILT foi detectável, 
entretanto, a expressão ainda teve baixa produção da proteína e não teve diferença 
expressiva de expressão entre os três tempos testados (FIGURA 8). Foi observado 
que as células estavam viáveis em 20% com 120 h de expressão.  
A tabela 1 resume a padronização da expressão da LSPILT e mostra que o 
melhor tempo de expressão foi de 8 dias (192 h), em suspensão, com volume de 500 
mL com 3,5x106 cél/mL. O volume da titulação viral P4 foi adicionado de forma 
fracionada, sendo adicionado na hora zero de expressão 2% do P4, com 96 h 
adicionado mais 2% e com 144 h de expressão mais 1% do P4, totalizando 5%. A 
viabilidade celular foi acompanhada durante o período de expressão, sendo 
observado que em 144 h de expressão as células permaneciam com alta viabilidade, 
acima de 90% das células estavam viáveis, a morfologia das células mostrava 
alterações como hipertrofia das células e dos núcleos, o que é descrito para uma 
infecção viral efetiva. No último dia de expressão com 192 h as células estavam com 
40% de viabilidade o que determinou finalizar a expressão e seguir para purificação e 
ensaios de presença e atividade da LSPILT. O rendimento dessa expressão foi de 4 
mg/500 mL, ou seja, 8 mg/L. A tabela 1 mostra em destaque (rosa) as condições ideais 
de porcentagem do sobrenadante de alta titulação viral (P4), volumes e tempo de 
expressão em que a LSPILT foi detectada. 
TABELA 1 – RESULTADOS DA PADRONIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LSPILT 
Expressão em garrafa 150 cm2 (Nº de células por mL: 9,6x105/25 mL) 
Porcentagem do P4 1% 2,5% 5% 
Tempo de expressão em horas 144 144 144 
Volume concentrado 12 X (25 mL): 2 mL 
Expressão em suspensão (Erlenmeyer) (Nº de células por mL: 2,5x106/40 mL) 
Porcentagem do P4 5% 
Porcentagem do P4 (fracionado durante os 
dias de expressão) 
1º dia (2,5%) 2º dia-24 h (2,5%)  
Tempo de expressão em horas 72 h (10 mL) 96 h (10 mL), 120 h (20 mL) 
Viabilidade celular em 120 horas 21% 
Volumes concentrados 12 X (10 mL): 800 μL (20 mL): 1,6 mL 
Expressão em suspensão (Erlenmeyer) (Nº de células por mL: 3,5x106/500 mL) 
Porcentagem do P4 5%  
Porcentagem do P4 (fracionado durante os 
dias de expressão) 
1ºdia (2%) 4º dia-96 h (2%) 6º dia-144 h (1%) 
Tempo de expressão total em horas 192 
Viabilidade celular em 192 horas 40% 
Rendimento da purificação por cromatografia de afinidade: 4 mg (8 mg/L) 
FONTE: A autora. 
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Para avaliar a expressão da LSPILT, nos ensaios de padronização, foi feito 
SDS-PAGE e western blotting (FIGURA 8). Para confirmar a presença da LSPILT foi 
usado anticorpo antiveneno (1:1500) produzido em coelhos a partir do veneno bruto 
de L. intermedia e o anticorpo secundário anti-IgG de coelho (1:5000). Os resultados 
mostraram que a LSPILT faz interações intermoleculares, provavelmente formando 
dímeros, visto que, nos ensaios de padronização foram observadas duas bandas 
reconhecidas pelo anticorpo, uma banda na altura esperada LSPILT monomérica com 
(≅46 kDa) e outra banda com (≅92 kDa) essa que, provavelmente seja uma 
conformação dimérica. 
FIGURA 8 – ENSAIO DE IMMUNOBLOTTING PARA VERIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO DE LSPILT 
 
FONTE: A autora. 
LEGENDA: Gel a 12,5%. As amostras não purificadas foram concentradas 12 X. Em cada poço foram 
adicionados 60 μL das amostras concentradas e submetidas a eletroforese em condições redutoras. 
Destaque nas setas em azul para duas bandas que foram reconhecidas pelo anticorpo antiveneno de 
L. intermedia. 
 
As expressões da LSPILT em volumes acima de 200 mL foram purificadas por 
cromatografia de afinidade (dados mostrados no capítulo 1). Para analisar o perfil da 
expressão da LSPILT purificada foi feito SDS-PAGE e duas amostras foram 
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. Uma amostra foi reduzida 
(FIGURA 9a) e a outra amostra foi mantida em condições, não reduzida (FIGURA 9b). 
A amostra que foi reduzida teve um perfil de deslocamento no gel mais 
homogêneo, formando uma única banda na altura esperada da LSPILT monomérica 
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com aproximadamente 46 kDa (FIGURA 9a), entretanto, a amostra não reduzida com 
as interações intermoleculares mantidas, mostrou um perfil de migração no gel mais 
heterogêneo, onde apenas uma parte da amostra apresentou uma banda na altura 
aproximada de LSPILT monomérica, ficando evidente a formação dimérica na 
conformação nativa da LSPILT na altura aproximada de 100 kDa (FIGURA 9b). 
FIGURA 9 – GEL DE ELETROFORESE A 12,5% 
 
FONTE: A autora. 
LEGENDA: a) 5 μg de LSPILT purificada, amostra reduzida. b) 5 μg de LSPILT purificada, amostra 
não reduzida. c) Marcador de massa molecular. Destaque nas setas para a amostra da LSPILT não 
reduzida mostrando possíveis interações intermoleculares, onde a migração molecular foi mais 
heterogênea. Destaque para o retângulo que mostra a amostra reduzida. 
 
Após os ensaios que confirmaram a presença e atividade biológica da LSPILT 
por immunoblotting e zimograma reverso respectivamente (dados mostrados no 
capítulo 1) foram feitos testes de atividade biológica qualitativa da LSPILT contra a 
tripsina (FIGURA 10) analisando assim a inibição da degradação da tripsina sobre a 
vitronectina na presença da LSPILT. Para tanto, amostras de 5 μg de LSPILT foram 
pré-incubadas com 0,1 μg de tripsina por 30 min, a 37 °C antes da incubação com 5 
μg de vitronectina, um substrato proteico aleatório. As incubações foram de 2 e 24 h 
e os controles também foram feitos nas mesmas condições, na ausência de LSPILT. 
 Após as incubações, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE sob 
condições redutoras. As FIGURAS 10e e 10f mostram que LSPILT teve atividade 
inibitória sobre a tripsina inibindo a proteólise da vitronectina. Além disso, o ensaio 
mostrou que a inibição da atividade da tripsina foi estável até 24 h (FIGURA 10e). No 
controle positivo (FIGURA 10b) a vitronectina foi em grande parte degradada em 2 h 
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de tratamento com a tripsina, sendo que em 24 h a vitronectina foi totalmente 
degradada como mostra a (FIGURA 10a). 
FIGURA 10 – GEL DE ELETROFORESE A 12,5%, ENSAIO QUALITATIVO DA INIBIÇÃO DA 
ATIVIDADE PROTEOLÍTICA DA TRIPSINA SOBRE A VITRONECTINA PELA LSPILT 
 
FONTE: A autora. 
LEGENDA: a) Controle positivo: Vitronectina 5 µg, tripsina 0,1 µg (24 h de incubação). Destaque para 
seta verde onde mostra a degradação total da vitronectina na ausência de LSPILT. b) Controle 
positivo: Vitronectina 5 µg, tripsina 0,1 µg (2 h de incubação). Destaque para seta preta, onde mostra 
presença da degradação da vitronectina na ausência de LSPILT. c) Controle da estabilidade 
molecular, vitronectina 5 µg (incubação por 24 h). d) Controle de estabilidade molecular, vitronectina 5 
µg e LSPILT 5 µg (24 h de incubação). e) Tratamento 1: Vitronectina 5 µg, tripsina 0,1 µg, LSPILT 5 
µg (24 h de incubação). f) Tratamento 2: Vitronectina 5 µg, tripsina 0,1 µg, LSPILT 5 µg (2 h de 
incubação). Destaque para a seta rosa mostrando uma banda com a presença da LSPILT que inibiu a 
ação da tripsina sobre a vitronectina. g) Marcador de massa molecular. Controles e tratamentos foram 
submetidos a tampão ótimo e temperatura de 37 °C. Destaque para o retângulo, que mostra 
pequenas frações de moléculas degradadas. 
 
Confirmada a evidência de que LSPILT tem atividade anti-serino proteásica, 
foram feitos ensaios para quantificar a inibição de LSPILT, para essa detecção foi 
usado um kit com gelatina de pele de porco conjugada a fluoresceína que serviu de 
substrato para a enzima tripsina, e foi possível quantificar a atividade de LSPILT 
(dados publicados no capítulo 1).  
No capítulo 1 foi feita uma triagem em busca das atividades biológicas de 
LSPILT que inibiu a tripsina, inibiu a atividade da trombina na formação de coágulos 
e inibiu a atividade do sistema complemento na morte de T. cruzi ainda mostrou 
evidência de atividade antitumoral no ensaio de inibição da migração em células B16-
F10 no ensaio in vitro. Foi feito também um ensaio de viabilidade em células B16-F10 
por MTT (FIGURA 11). O resultado desse ensaio mostrou que o tratamento com 50 
μg de LSPILT diminuiu a viabilidade das células B16-F10 de forma significativa 
comparado com o controle em 24 h de exposição. Para melhor entender esse efeito 
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da LSPILT em células tumorais será necessário fazer outros métodos de avaliação da 
viabilidade e proliferação tais como, vermelho neutro, cristal violeta entre outros 
métodos, o uso de um conjunto de métodos dará uma resposta robusta para esse 
indício de resposta que foi verificado pelo método do MTT, ficando como expectativa 
para novos trabalhos aprofundar a busca por atividades dessa molécula e suas 
aplicações biotecnológicas. 
FIGURA 11 – EFEITO DA LSPILT NA VIABILIDADE DAS CÉLULAS B16-F10 
 
FONTE: A autora. 
LEGENDA: As células (3,5x105 células/poço) foram incubadas com 30 e 50 μg/poço de LSPILT por 
8,12 e 24 h a 37°C. A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT. Os resultados foram 








Para a obtenção da LSPILT foram feitos diversos ensaios de padronização. 
Essas padronizações mostraram que volumes baixos de expressão não são 
suficientes para obter a proteína em quantidade de massa para ensaios biológicos. 
(FIGURA 8 e TABELA 1). Os primeiros ensaios de expressão foram feitos em placas, 
garrafas e em suspensão em volumes baixos de expressão, as amostras foram 
concentradas em centrífuga a vácuo refrigerada porque inicialmente não foi detectada 
a LSPILT no sobrenadante da expressão, só quando o sobrenadante foi concentrado 
12 X foi possível detectar a LSPILT em ensaio de immunoblotting com anticorpos 
específicos que reconhecem as proteínas do veneno de L. intermedia (FIGURA 8). 
Esse anticorpo reconheceu duas bandas nessas amostras reduzidas, o que 
provavelmente seja a conformação dimérica da proteína e esteja ocorrendo interações 
intermoleculares durante o processo da expressão, e mesmo as condições redutoras 
não foram suficientes para reduzir completamente as moléculas das amostras, 
provavelmente é por isso que aparecem duas bandas, uma na altura esperada para a 
conformação da LSPILT monomérica 46 kDa e outra banda na altura de uma 
conformação dimérica 92 kDa (FIGURA 9). Volumes de expressão acima de 300 mL 
foram adequados para a obtenção da LSPILT, esses volumes foram purificados por 
cromatografia de afinidade em Níquel-Agarose usando sistema automatizado, a 
pureza da proteína ficou acima de 90 % (FIGURA 9a). Amostras reduzidas e não 
reduzidas da LSPILT purificada submetidas a eletroforese (FIGURA 9) mostram que 
em condições redutoras a proteína purificada teve um deslocamento homogêneo no 
gel e a banda ficou na altura esperada para a LSPILT monomérica, já a amostra que 
não foi reduzida teve um deslocamento mais heterogêneo no gel formando bandas 
intermediárias e uma banda na altura esperada para um dímero, isso evidencia mais 
uma vez o que provavelmente sejam interações intermoleculares que estão ocorrendo 
durante o processo de expressão.  
Além do volume da expressão outra variável testada e que foi imprescindível 
para o sucesso da produção de LSPILT foi fracionar o volume do sobrenadante de 
alta titulação viral P4. O título viral quantificado por RT-qPCR foi de 1x107 cópias 
virais/mL, alguns autores obtiveram uma titulação viral semelhante, sendo 1.0–
87 
2.0x107 cópias virais/mL para o P2 (JAYAKUMAR, 2004). Com o resultado da titulação 
viral obtida foi possível calcular a MOI/mL, cálculo disponível no manual do fabricante 
que permite quantificar o título viral e relacionar a porcentagem. Nesse trabalho foi 
realizado uma normalização em porcentagem do título viral por mL.  
A MOI é uma das mais importantes variáveis no processo de produção de 
baculovírus recombinante, e é definido como o número de partículas infecciosas 
adicionadas na cultura. MOIs baixas (< 1 pfu/célula) levam a infecção de apenas uma 
pequena proporção da população total de células em cultura e é frequentemente 
referida como infecção assíncrona. MOIs altas (> 3 pfu/célula) no entanto, podem levar 
toda a população de células a ser infectadas simultaneamente, o que é referido como 
uma infecção síncrona (AUCOIN; MENA; KAMEN, 2010). MOI entre 5 e 10 foram 
usadas por alguns autores (JAYAKUMAR, 2004; USAMI et al., 2010; KLAUS et al., 
2015) entretanto, existem diferentes opiniões no que se refere a MOI, alguns autores 
consideram que uma MOI entre 1 e 20 levam a níveis essencialmente semelhantes 
de produtividade (MAIORELLA et al., 1988) enquanto outros autores afirmam que uma 
MOI próximo a 1 é suficiente e efetiva para a expressão de proteínas recombinantes 
(AGATHOS, 1996). Nesse trabalho foi padronizado o uso de uma MOI de 5 
equivalente a 5% do volume do sobrenadante P4 e com uma adição fracionada desse 
sobrenadante na cultura de expressão. O melhor resultado obtido em quantidade de 
massa da molécula recombinante foi quando a adição do sobrenadante de alta 
titulação viral foi feita em três dias diferentes, durante o período de expressão. No 1º 
dia da expressão foi adicionado 2% do volume do P4, no 4º dia foi adicionado 2% do 
volume do P4 e no 6º dia 1% do volume do P4 essa estratégia levou uma resposta 
mais lenta da perda da viabilidade celular, sendo que, com 192 h de expressão ainda 
foi constatado que 40% das células estavam viáveis e sobretudo, produzindo a 
LSPILT, ao contrário do que foi observado quando foi adicionado o total da titulação 
viral, ou seja, 5% do P4 na hora zero da expressão porque em apenas 144 h de 
expressão todas as células já estavam inviáveis e não teve produção da LSPILT. Isso 
levou a conclusão de que para a produção da LSPILT é importante fazer uma 
exposição gradual da titulação viral o que determina uma infecção mais lenta da 
cultura celular, e provavelmente uma resposta celular mais efetiva na síntese proteica.  
A produção de LSPILT em células de inseto, nas condições já descritas, foi bem 
expressiva, chegando a 8 mg/L, trabalhos recentes onde foram usados o mesmo 
sistema de expressão tiveram uma produção bem menos expressiva. MOUREZ et al., 
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(2007) obtiveram um total de 0,5 mg de uma proteína recombinante do capsídeo de 
uma cepa de coronavírus humano. JUSTA et al., (2020) obtiveram 0,5 mg/L de um 
alérgeno do veneno L. intermedia e DE-BONA et al., (2021) obtiveram 1 mg/L de uma 
hialuronidase do veneno de L. intermedia. No entanto, outra serpina que foi expressa 
em células de inseto resultou em 2 a 3 mg em 300 mL uma proporção de 6,6 a 10 
mg/L (JAYAKUMAR, 2004) a produção em massa dessa serpina ficou muito próxima 
a quantidade de expressão em massa de LSPILT. A partir dessa informação é possível 
inferir que as serpinas sejam moléculas com características que favorecem a sua 
expressão em células de inseto. Uma hipótese que explica essa maior expressão das 
serpinas nesse modelo de expressão é que muito provavelmente essas moléculas 
não são degradadas durante o processo de expressão. 
A LSPILT mostrou atividade anti-proteolítica contra a tripsina na degradação da 
vitronectina, uma molécula de matriz extracelular. Esse foi um dos primeiros ensaios 
que mostrou o sucesso da expressão da LSPILT em células de inseto, mostrado pelo 
ensaio qualitativo de inibição da tripsina (FIGURA 10), que a LSPILT estava sendo 
expressa na forma ativa. Esse foi o marco zero desse trabalho, de onde iniciou-se a 
investigação na busca por atividades biológicas e bioquímicas em sistemas que são 
regulados por serino protease, nesse ensaio inicial a serpina recombinante mostrou 
alta taxa de inibição da atividade da tripsina, restando apenas pequenas frações de 
moléculas, mostrado nas FIGURAS 10e e 10f, que parecem degradadas, para 
identificar essas pequenas frações seria interessante fazer imuno ensaios com 
anticorpos específicos que reconhecessem essas frações, uma hipótese é que 
possam ser frações da vitronectina que degradou. 
Sabendo que serpinas têm atividade antitumoral, como por exemplo a maspina, 
que inibiu a migração de células endoteliais in vitro em uma concentração entre 0,5 e 
1 μM (ZHANG et al., 2000) e nessas mesmas concentrações, a maspina também 
inibiu a motilidade e a invasão das células tumorais (SHENG et al., 1996) células B16-
F10 foram expostas ao tratamento com LSPILT e foi possível detectar a diminuição 
da viabilidade dessas células em 24 h de tratamento (FIGURA 11) no entanto, serão 
necessários outros métodos de avaliação da viabilidade e proliferação nessas células 
para aprofundar de que forma acorre essa interferência da LSPILT na viabilidade 
dessas células tumorais. Foi investigado também o potencial antimigratório da LSPILT 
em células B16-F10 (dados mostrados no capítulo I) o ensaio mostrou que a LSPILT 
inibiu a migração dessas células tumorais, isso se deve provavelmente, a inibição de 
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serino proteases que estão envolvidas no processo de migração dessas células, a 
tripsina por exemplo, está envolvida na carcinogênese colorretal e promove 
proliferação, invasão e metástase (YAMAMOTO et al., 2003; SOREIDE et al., 2006) 
portanto, uma hipótese é que a LSPILT esteja inibindo atividade da tripsina ou outras 
serino proteases que estejam sendo expressas em células B16-F10 e que promovem 
a migração dessas células, assim como nesse trabalho, outros autores também 
mostraram a atividade antitumoral de serpinas, como a superexpressão de uma 
serpina, a SERPINB1, que em células de glioma apresentou atividade regulatória 
negativa na migração e invasão dessas células, mediado via inativação da fosforilação 
de FAK (Focal Adhesion Kinase) que está envolvida na regulação negativa da 
expressão de MMP-2. Essa alta expressão de SERPINB1 mostrou estar associada a 
um bom prognóstico em glioma (HUASONG et al., 2015). O descontrole da atividade 
de proteases, como as serino proteases, levam a mudanças nas interações célula-
célula e célula-matriz e novos sinais são geradas na superfície celular, esses sinais 
afetam a expressão gênica influenciando processos tais como, sobrevivência, 
proliferação, diferenciação e motilidade celular (DECLERCK et al., 2004). 
Como foi mostrado nos dois capítulos dessa tese a LSPILT tem uma 
plasticidade de inibição, ou seja, mostrou ser um inibidor de múltiplas proteases, 
outros autores encontraram funções múltiplas em outras serpinas, um inibidor de 
proteína C é multifuncional com ampla atividade inibidora de protease (LI et al., 2007) 
uma serpina de planta mostrou dualidade de função (COHEN; DAVYDOV; FLUHR, 
2019). 
Serão necessários mais estudos para o aprofundamento do entendimento das 
atividades biológicas de LSPILT e a detecção de possíveis aplicações biotecnológicas 
dessa molécula, aqui propomos que no futuro a LSPILT poderá vir a ser um novo 
fármaco para tratar não só doenças que causam desordem no sistema de coagulação, 
mas também, e principalmente, atuar no tratamento contra o câncer, visto que, outros 
estudos mostram que as serpinas têm atividade antitumoral (ZHANG et al., 2000; 
SCHAEFER; ZHANG, 2005) e atividade anticoagulante (CARNEIRO-LOBO et al., 
2009; KEIZER et al., 2015; ASSUMPÇÃO et al., 2016). Estudos recentes mostraram 
também que moléculas inibidoras de serino protease abrandaram a patogênese do 
SARS-CoV-2 em modelo in vivo (HOFFMANN et al., 2020) baseado nessa amplitude 
de alvos moleculares, inibidores de serino protease das aranhas do gênero 




Foi feita a clonagem, padronização, expressão e purificação de uma toxina 
recombinante do veneno de aranha marrom da espécie L. intermedia identificada 
como uma serpina. A expressão foi feita em modelo eucarioto em linhagem de células 
de inseto, Spodoptera frugiperda (Sf9). A molécula que foi obtida recebeu o nome de 
LSPILT (do Inglês Loxosceles Serine Protease Inhibitor-Like Toxin). Os ensaios de 
padronização da síntese dessa proteína mostraram que o fracionamento da adição da 
titulação viral foi imprescindível para o rendimento da expressão da LSPILT que foi de 
8 mg/L.  
Os dados obtidos a partir da realização dessa pesquisa permitiram a 
caracterização bioquímica e biológica inicial da LSPILT. Tanto os dados qualitativos 
como os quantitativos mostram atividade inibitória da LSPILT sobre a tripsina, inibindo 
a atividade proteolítica dessa serino protease. A LSPILT inibiu a formação de trombo 
induzida pela trombina também inibiu convertases, serino proteases que modulam o 
sistema complemento, essas convertases atuam na lise de Trypanosoma cruzi. 
LSPILT ainda inibiu serino proteases envolvidas na migração celular de melanoma 
B16-F10. Os dados in vitro da atividade antimigratória e de viabilidade em células B16-
F10 mostraram evidências do potencial antitumoral da LSPILT.  
Foram produzidos anticorpos policlonais em camundongos suíços, esses 
anticorpos reconheceram a LSPILT purificada e reconheceram a serpina nativa no 
veneno total de três espécies de aranha marrom, L intermedia, L. laeta e L. gaucho 
mostrando a homologia e conservação dessa molécula nas três espécies. A 
sequência nucleotídica da LSPILT foi analisada quanto a sua similaridade com outras 
sequências depositadas, das seis sequências mais similares, cinco sequências são 
de aranhas e uma de caranguejo, o que mostra a conservação dessas serpinas em 
outras espécies de aranhas. 
Serão necessários mais estudos para o aprofundamento do entendimento das 
atividades biológicas e bioquímicas da LSPILT e a detecção de possíveis aplicações 
biotecnológicas dessa molécula. 
Apesar do período de pandemia do Covid-19 enfrentado durante a realização 
desse trabalho, foi possível finalizá-lo com excelência deixando valiosas contribuições 
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